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AI V Sloveniji je lymska borelioza najpogostejša bolezen, katere povzročitelje 
prenašajo klopi. Povzročajo jo predstavniki kompleksa Borrelia burgdorferi sensu 
lato. Borelije za uspešno razmnoževanje potrebujejo kompetentne gostitelje. Pri 
nas so to mali sesalci, ptiči in kuščarji. Opravili smo epidemiološko raziskavo 
prekuženosti malih sesalcev z Borrelia burgdorferi sensu lato in Borrelia 
miyamotoi. Prisotnost borelij lymske borelioze smo preverili v srcih in pljučih 
testiranih živali. S PCR v realnem času smo dokazovali prisotnost gena ospA v 
vzorcih. Odkrili smo, da je okuženih 20,25 % malih sesalcev. Manjšo 
diagnostično občutljivost je pokazala metoda kultivacije, s katero smo odkrili 
prisotnost B. burgdorferi sensu lato pri 6,01 % malih sesalcev. Pričakovano je bila 
prevalenca B. miyamotoi mnogo manjša. Z molekularnimi metodami in 
sekvenciranjem smo pri malih sesalcih odkrili 0,61 % prevalenco B. miyamotoi. 
Želeli smo natančneje identificirati osamljene borelije lymske borelioze, zato smo 
izolirane seve genotipizirali z metodo polimorfizma dolžin restrikcijskih 
fragmentov celotnega genoma (angl. large restriction fragment pattern, MluI-
LRFP) in metodo tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedji (angl. multilocus 
sequence typing, MLST). Z metodo MluI-LRFP smo ugotovili, da vsi izolirani 
sevi borelij lymske borelioze pripadajo podtipu Mla1 vrste Borrelia afzelii. Boljšo 
sposobnost ločevanja znotraj vrste omogoča MLST. Z MLST smo odkrili tri 
različne sekvenčne tipe. Vsi trije sekvenčni tipi pripadajo B. afzelii in so že bili 
odkriti v Sloveniji. Naše ugotovitve potrjujejo uspešno razmnoževanje in kroženje 
borelij med gostitelji, prenašalci in ljudmi. 
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AB Lyme borreliosis is the most common tick-borne disease in Slovenia. Lyme 
borreliosis is caused by a group of related spirochaetes named Borrelia 
burgdorferi sensu lato. In Slovenia the main competent reservoirs are small 
mammals, birds and lizards, which are crucial for successful maintenance and 
transmission for borrelia. The aim of the present study was to perform an 
epidemiological survey to determine the prevalence of B. burgdorferi sensu lato 
and Borrelia miyamotoi in small mammals. Heart and lungs was examined with 
molecular methods and culture techniques. DNA of B. burgdorferi sensu lato was 
detected in 20,25 % rodents, using real time PCR, targeting gene ospA. B. 
burgdorferi sensu lato was isolated from 6,01 % rodents. Molecular methods were 
more sensitive than culture techniques. B. miyamotoi DNA was detected in 0,61 
% rodents, using molecular methods and confirmed with sequencing. 
Identification of isolated Lyme borrelia was performed on limited number of 
samples with large restriction fragment pattern (MluI-LRFP) and multilocus 
sequence typing (MLST). MluI-LRFP revealed all isolates as Borrelia afzelii 
Mla1. According to our results MLST has greater discriminatory power. MLST 
analysis revealed three distinct sequence types, all belonging to B. afzelii species 
and all three already known in Slovenia. Our findings confirm successful 
reproduction and transmission between reservoir, vectors and humans. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ACA  kronični atrofični akrodermatitis (angl. acrodermatitis chronica 
atrophicans) 
AFLP polimorfizem dolžin pomnoženih fragmentov (angl. amplified fragment 
length polymorphism) 
BSK  Barbour-Stoenner-Kelly medij 
CR  kemoreceptor (angl. chemoreceptor) 
EIA  encimski imunotest (angl. enzyme immunoassay) 
ELISA  encimsko vezani imunotest (angl. enzyme linked immunosorbent assay) 
FMFA  bički in njihov motor (angl. flagellar motor and filament assemblies) 
GlpQ  glicerofosfodiester fosfodiesteraza (angl. glycerophosphodiester 
phosphodiesterase) 
IM  notranja membrana (angl. inner membrane) 
LRFP metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov celotnega genoma 
(angl. large restriction fragment pattern) 
Mbp  mega bazni pari 
MKP  modificirano Kelly-Pettenkoferjevo gojišče 
MLST metoda tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedji (angl. multilocus 
sequence typing) 
NGS  sekvenciranje nove generacije (angl. next generation sequencing) 
OM  zunanja membrana (angl. outer membrane) 
Osp  zunaj membranski proteini (angl. outer surface proteins) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PFGE elektroforeza v utripajočem električnem polju (angl. pulsed-field gel 
electrophoresis) 
PG  peptidoglikan 
RAPD metoda naključno pomnožene polimorfne DNA (angl. random amplified 
polymorphic DNA) 
RFLP metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction 
fragment length polymorphism) 
rRNA  ribosomska ribonukleinska kislina (angl. ribosomal ribonucleic acid) 
SDS-PAGE natrijev dodecil sulfat poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
ST sekvenčni tip (angl. sequence type) 
TLR  Toll-like receptorji 
Vlp  veliki variabilni proteini (angl. variable large proteins) 
Vsp  majhni variabilni proteini (angl. variable small proteins) 
WGS sekvenciranje celotnega genoma (angl. whole genome sequencing) 
WHO World Health Organization 
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Lymsko boreliozo povzroča skupina borelij iz kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato. 
V sedemdesetih letih devetnajstega stoletja so v pokrajini Old Lyme, Connecticut, ZDA 
opazili porast revmatoidnega artritisa pri otrocih in bolezen poimenovali Lyme artritis 
(Steere, 1989). Povzročiteljica je bila s klopi prenosljiva spiroheta, ki so jo po odkritelju 
poimenovali Borrelia burgdorferi (Burgdorfer in sod., 1982). Lymska borelioza je 
zoonoza in je na severni polobli najpogostejša bolezen, katere povzročitelje prenašajo 
klopi. Najpomembnejši gostitelji so majhni sesalci, kuščarji in nekatere vrste ptic (Radolf 
in sod., 2012). Prenašalci so ščitasti klopi iz rodu Ixodes. Najpogostejši povzročitelji 
lymske borelioze v Evropi so B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto in B. 
spielmanii (Stanek in Reiter, 2011). 
 
Borrelia miyamotoi pripada skupini borelij, ki povzročajo povratno mrzlico. Bakterijo so 
odkrili pri klopu Ixodes persulcatus na Japonskem in jo poimenovali po odkritelju Kenjiju 
Miyamotu (Fukunaga in sod., 1995). Tudi za B. miyamotoi so mali sesalci kompetentni 
gostitelji. Glavni prenašalci so klopi (Barbour in sod., 2009; Cosson in sod., 2014). 
Podatki o prevalenci pri prenašalcih in gostiteljih so skromni, prvi in edini podatki o 
prisotnosti B. miyamotoi v Sloveniji izvirajo iz raziskave Cerar in sodelavci (2015). 
 
Človek je le naključni gostitelj borelij, okuži se med gibanjem v endemičnih habitatih 
borelij. Prenašalec se okuži z borelijami pri živalih in jih prenese na človeka. Obstaja 
korelacija med prevalenco pri živalih in ljudeh. Večja je prekuženost živali, večja je 




Z epidemiološko raziskavo smo želeli pridobiti podatke o prekuženosti malih sesalcev 
ulovljenih v Sloveniji z borelijami B. burgdorferi sensu lato in B. miyamotoi. Prisotnost 
borelij smo dokazovali z molekularnimi metodami in poskusom osamitve. Vse osamljene 
izolate borelij smo genotipizirali z metodo polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov 
celotnega genoma in metodo tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedji, ter jih 





 da bomo z molekularno metodo povzročitelja lymske borelioze dokazali v 
približno 30 % vzorcev. 
 Ocenjujemo, da bomo s pomočjo kultivacije povzročitelja lymske borelioze 
izolirali pri 10 % vzorcev. 
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 Pričakujemo, da bomo v vzorcih dokazali prisotnost B. miyamotoi, vendar v 
manjšem številu vzorcev kot prisotnost B. burgdorferi sensu lato. 
 Predvidevamo, da bomo z genotipizacijo identificirali podtipe in sekvenčne tipe 
borelij lymske borelioze, ki so že bili izolirani v Sloveniji.   
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2 PREGLED OBJAV 
 
S pregledom objav želimo prikazati značilnosti borelij, njihov življenski krog in 
uporabljene metode pri naši raziskavi. 
 
2.1 SPLOŠNE ZNAČILNOSTI 
 




Rod Borrelia obsega tri filogenetske skupine:  
1. skupina povzroča povratno mrzlico in jo najpogosteje prenašajo usnjati klopi 
rodu Ornithodoros.  
2. skupina povzroča lymsko boreliozo in jo najpogosteje prenašajo ščitasti klopi.  
3. skupino predstavlja le Borrelia turcica. 
 
Taksonomske skupine so oblikovali na podlagi 16S rRNA zaporedji. Borelije pripadajo 
družini Spirochaetaceae, ki obsega štiri rodove. Red Spirochaetales obsega 4 družine 
Spirochaetaceae, Leptospiraceae, Brevinemataceae, Brachyspiraceae. Red 
Spirochaetales umeščamo v razred Spirochaetia in v deblo Spirochaetes. Pripadnike 
debla Spirochaetes spoznamo po značilnih bičkih za premikanje (Wolfgang in sod., 
2010). 
 
Do leta 2018 so opisali več kot 40 vrst borelij. Skupina borelij, ki povzroča lymsko 
boreliozo tvori kompleks imenovan Borrelia burgdorferi sensu lato (preglednica 1). 
Druga skupina borelij šteje več kot 20 vrst in povzroča povratno mrzlico (preglednica 2). 
Obstaja še nekaj neimenovanih genovrst, za katere bo potrebno opraviti več raziskav 
(Margos in sod., 2011; Stanek in Reiter, 2011). Borelije, ki povzročajo lymsko boreliozo 
in povratno mrzlico prenašajo različni prenašalci, vendar se morfološko ne razlikujejo. 
Ločimo jih lahko tudi glede na razlike v 16S rRNA (Paster, 2010). Diverziteta B. 
burgdorferi sensu lato v Evraziji je mnogo večja kot v Severni Ameriki, zato menijo, da 
kompleks izhaja iz Evrazije. Največjo gensko heterogenost kaže B. garinii in je 
najverjetneje vrsta, ki je najbližja skupnemu predniku B. burdorferi sensu lato (Foret in 
sod., 1997; Ras in sod., 1997). 
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Preglednica 1: Kompleks Borrelia burgdorferi sensu lato (Casjens in sod., 2011; Kjelland in sod., 2011; 
Rudenko in sod., 2011). 
Vrsta Prenašalci Gostitelji Geografska razširjenost 
B. afzelii I. ricinus, I. persulcatus glodalci Evropa, Azija 
B. americana I. pacificus I. minor ptice ZDA 
B. andersonii I. dentatus zajci ZDA 
B. bavariensis I. ricinus glodalci Evropa 
B. bissettii I. ricinus I. scapularis, I. 
pacificus, I. minor 
















B. carolinensis I. minor glodalci, ptice ZDA 
B. garinii I. ricinus, I. persulcatus, 




B. japonica I. ovatus glodalci Japonska 
B. kurtenbachii I. scapularis glodalci Evropa, ZDA 
B. lusitaniae i. ricinus glodalci, kuščarji Evropa, Severna Afrika 
B. sinica I. ovatus glodalci Kitajska 
B. tanukii I. tanuki neznano (verjetno 
psi in mačke) 
Japonska 
B. turdi I. turdus ptice Japonska 
B. spielmanii I. ricinus glodalci Evropa 
B. valaisiana I. ricinus, I. granulatus ptice, kuščarji Azija, Evropa 
B. yangtze Haemaphysalis longicornis, 
I. granulatus 
glodalci Kitajska 
B. finlandensis I. ricinus gorski zajci Finska, Norveška 
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Preglednica 2: Najpomembnejše povzročiteljice povratne mrzlice (Barbour in Stanley, 1986; Dworkin in 
sod., 2008; Sinski in sod., 2016). 
Vrsta Prenašalci Gostitelji Geografska razširjenost 
B. miyamotoi Ixodes spp. glodalci, mali sesalci po celem svetu 
B. hermsii O. hermsi glodalci, mali sesalci ZDA, Kanada 
B. turicatae O. turicata mali sesalci, kojoti jugozahod ZDA, sever Mehike 
B. parkeri O. parkeri konji, glodalci  ZDA  
B. venezuelensis O. rudis  Srednja Amerika, Severna 
Amerika 
B. duttonii O. moubata mali sesalci Afrika 
B. crocidurae O. erraticus, O. sonrai glodalci, rovke Afrika, jugovzhod Evropa 
B. persica O. tholozani glodalci, mali sesalci Bližnji Vzhod, Azija, Evropa 
B. hispanica O. marocanus, O. 
erraticus 
mali sesalci, prašiči Iberski polotok, severna Afrika 
B. latyschewii O. tartakowsky mali sesalci Afrika, Azija 
B. caucasia O. asperus, O. 
verrucosus 
 Afrika, Azija 




Borelije so tanke, podolgovate in valovite, kar jim omogoča dobro gibljivost in hitro 
premikanje (slika 1). So po Gramu negativni anaerobi, in vitro rastejo tudi v 
mikroaerofilnih razmerah. Spiralne celice so sestavljene iz 3 do 10 spiral širine 0,2-0,5 
µm in dolžine 3-30 µm. Med vsemi spirohetami so borelije, ki povzročajo lymsko 
boreliozo najdaljše (20-30 µm) in najtanjše (0,2-0,3 µm). Splošna značilnost spirohet je 
krhka zunanja membrana, ki obkroža protoplazemski cilinder. Cilinder sestavljajo: sloj 
peptidoglikana, citoplazemska membrana in citoplazemska vsebina. Borelije imajo 7-11 
bipolarnih bičkov. Bički se nahajajo v periplazemskem prostoru, kjer so pripeti na polu 
in oviti okrog celičnega cilindra (slika 2). Periplazemski bički imajo bistveno vlogo pri 
gibanju in celični morfologiji. Na zunanji membrani se nahajajo številni zunaj 
membranski proteini (angl. outer surface proteins, Osp), ki imajo pomembno vlogo pri 
preživetju borelije v gostitelju (Bergström in sod., 2002; Paster, 2010). 
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Slika 2: Celična struktura Borrelia burgdorferi sensu lato. Krioelektronski tomogram konca borelijske 
celice prikazuje notranjo memebrano (IM), zunanjo membrano (OM), peptidoglikan (PG), bičke in njihov 
motor (angl. Flagellar motor and filament assemblies, FMFA), kemoreceptorje (CR) in zunaj membranske 
proteine (Osps). Zgornje merilo predstavlja 1 µm, spodnjo merilo predstavlja 100 nm (Radolf in sod., 2012). 
 
Borelije imajo omejeno metabolno sposobnost, njihova rast je odvisna od hranil prisotnih 
v mediju, oziroma tistih, ki jih lahko pridobijo pri gostitelju. Nimajo genov potrebnih za 
sintezo aminokislin, maščobnih kislin, encimskih kofaktorjev in nukleotidov. Imajo 
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dobro razvit membranski transportni sistem za amino kisline, oglikove hidrate, anione in 
katione, kar kompenzira slab anabolizem (Paster, 2010). 
 
Zunanja celična membrana je sestavljena iz 45-62 % beljakovin, 23-50 % lipidov in 3-4 
% ogljikovih hidratov. Več kot 100 polipeptidov so identificirali v zunanji celični 
membrani B. burgdorferi sensu lato. Borelije vsebujejo nenavadno veliko lipoproteinov 
v primerjavi z ostalimi bakterijami. V nasprotju s številčnostjo lipoproteinov je število 
transmembranskih proteinov v zunanji membrani majhno v primerjavi z ostalimi po 
Gramu negativnimi bakterijami (Bergström in sod., 2002). 
 
Antigenski profil borelij se zelo spremeni med prehodom iz prebavil klopa v žleze 
slinavke in naprej v tkivo gostitelja (Hefty in sod., 2002; Schwan in sod., 1995). Nekateri 
antigeni so pozitivno regulirani z višanjem temperature, drugi se izražajo med okužbo 
sesalcev. Skoraj vsi diferencialno izraženi antigeni so kodirani na plazmidih. Površinski 
proteini igrajo pomembno vlogo pri virulenci, pri vzdrževanju enzootskega cikla, 
ohranjajo perzistenco borelij v klopih in sodelujejo pri prenosu borelij iz prenašalca na 
gostitelja. Nekateri zunanji lipoproteini se lahko vežejo na gostiteljske proteine 
glikozaminoglikan, dekorin, fibronektin in povzročijo adherenco na gostiteljsko celico 
(Kenedy in sod., 2012). 
 
Zunanje površinske beljakovine razdelimo glede na dejavnost ali lastnost pri kateri 
sodelujejo, ali jo povzročajo: nekatere sodelujejo pri perzistenci borelij v klopu, druge pri 
prenosu iz klopa na sesalca, vezavi na gostiteljske celice, utaji gostiteljskega imunskega 
odziva (Kenedy in sod., 2012). Ko primerjamo različne izolate B. burgdorferi sensu lato 
beljakovine Osp kažejo precejšno heterogenost znotraj vrste in med različnimi vrstami 
(Bergström in sod., 2002). 
 
OspA in OspB sta površinska lipoproteina velikosti 31 kDa in 34 kDa, kodirana na 
linearnem plazmidu lp54 (Barbour in Garon, 1987; Howe in sod., 1986). OspA in OspB 
imata pomembno vlogo pri patogenezi lymske borelioze. Sodelujeta pri vezavi in vstopu 
borelij v celice sesalcev (Bergström in sod., 2002). Oba sta izražena, ko se borelije 
nahajajo v prebavilih nehranjenega klopa. Izražanje je prekinjeno med hranjenjem klopa. 
(Schwan in sod., 1995; Schwan in Piesman; 2000). Zaradi velike stopnje izražanja sta 
nujna za ohranjanje spirohet v klopu (Yang in sod., 2004). 
 
Beljakovina OspC je kodirana na krožnem plazmidu in predstavlja lipoprotein velikosti 
20-25 kDa (Fuchs in sod., 1992). V prebavilih nehranjenega klopa je OspC skoraj pod 
mejo detekcije (Schwan in Piesman, 2000). V obdobju 36 do 48 ur po obroku borelije v 
nahranjenem klopu prenehajo z izražanjem beljakovine OspA in OspB. Na drugi strani 
pa se poveča izražanje OspC (Schwan in sod., 1995). Zagotovo je OspC virulentni 
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dejavnik, ki je nujen pri okužbi sesalcev. Beljakovine Osp so imunsko potentne, zato so 




Predstavniki rodu Borrelia posedujejo najbolj kompleksen genom med znanimi 
bakterijami. Borelije vsebujejo linearen kromosom velikosti okoli 1 Mbp, ter številne 
krožne in linearne plazmide. Borelijski genom domnevno kodira 1283 genov. Večina 
gospodinjskih genov se nahaja na kromosomu, organizacija in vsebina gospodinjskih 
genov je podobna pri celotnem rodu. Delež gvanina in citozina je nizek 28 do 30,5 %. 
Borelije, ki povzročajo lymsko boreliozo imajo med sevi posamezne vrste DNA–DNA 
homologijo 76 do 100 % medtem, ko je homologija med različnimi vrstami nižja in znaša 
med 46 in 74 % (Paster, 2010; Radolf in sod., 2012). Nekateri krožni in linearni plazmidi 
(npr. lp28–1, lp25 in nekateri predstavniki družine cp32) so nujni za enzootski krog, 
vendar niso potrebni za razmnoževanje in vitro (Chaconas in Kobryn, 2010). 
 
Poleg ostalih genetskih razlik se B. miyamotoi razlikuje od ostalih borelij tudi po 
pristnosti gena za glicerofosfodiester fosfodiesterazo (angl. glycerophosphodiester 
phosphodiesterase, GlpQ) (Schwan in sod., 1996). Z nedavnimi filogenetskimi analizami 
so odkrili genetske raznolikosti med azijskimi, ameriškimi in evropejskimi izolati B. 
miyamotoi (Barbour, 2014; Hansford in sod., 2014). Pri Borrelia hermsii  povzročiteljici 
povratne mrzlice, so dodobra dokumentirali antigenske variacije. Antigenske variacije so 
spremembe v strukturi ali izražanju beljakovin, ki sodelujejo pri okužbi pogosteje kot 
spontane mutacije (Seifert in So, 1988). Pri B. hermsii  je opisanih približno 30 variabilnih 
proteinskih serotipov. Razdelimo jih na Vlp (angl. variable large proteins) in na Vsp 
(angl. variable small proteins). Te antigene povezujejo z značilno klinično sliko povratne 
mrzlice (Paster, 2010). Vsak porast temperature povzročijo borelije z izdelovanjem 
drugačnega Vlp ali Vsp lipoproteina. Stanje se izboljša, ko gostitelj tvori zadosti 
specifičnih protiteles. B. hermsii vsebuje 21 Vsp in 38 Vlp tihih genskih odsekov (Norris, 
2006). Antigenski premik se zgodi spontano s frekvenco 10-3 do 10-4 rekombinacij na 
generacijo (Stoenner in sod., 1982). 
 
B. burgdorferi sensu lato ostanejo v gostitelju daljše časovno obdobje, kljub aktivnemu 
imunskemu odgovoru povzročajo kronične okužbe tkiva. Da bi se izognile uničenju z 
gostiteljevim imunskim sistemom so razvile antigensko variacijo površinskih bejakovin. 
Za antigensko variacijo je odogovoren 35 kDa površinski lipoprotein VlsE (angl. variable 
major protein like sequence). Med okužbo sesalcev so regije izraženih VlsE kaset 
zamenjane z regijami tihih kaset z mehanizmom genske konverzije. V miših je 
variabilnost VlsE izražena že 4 dni po okužbi. Te spremembe potekajo med celotnim 
potekom okužbe (Zhang in sod., 1997; Zhang in Norris, 1998). 
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Borelije kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato se v večini pojavljajo na severni 
polobli. 
 
2.2.1 Geografska razširjenost lymske borelioze 
 
Vrste se razlikujejo glede na geografsko razporeditev, gostitelje in sposobnost 
povzročitve lymske borelioze pri ljudeh. Na geografsko razširjenost borelij vplivajo 
podnebje, prenašalci in prilagojenost na gostitelje (Slika 3). Najpogostejši povzročiteljici 
lymske borelioze pri ljudeh v Evropi sta B. afzelii in B. garinii, sledijo B. burgdorferi 
sensu stricto, B. spielmanii in B. bavariensis (Stanek in Reiter, 2011). V Aziji je 
heterogenost borelijskih populacij podobna kot v Evropi. Večino vrst, ki jih najdemo v 
Evropi se pojavlja tudi v Aziji, razen B. burgdorferi sensu stricto. Za mediteran je 
značilna B. lusitaniae. Njeni pomembni gostitelji so kuščarji družine Lacertidae (Amore 
in sod., 2007; Richter in Matuschka, 2006). B. lusitaniae so odkrili tudi na drugih koncih 
Evrope na Polskem in v Latviji (Vollmer in sod., 2010; Wodecka in Skotarczak, 2005). 
B. tanukii, B. turdi in B. japonica so omejene na območju Japonske. 
 
B. garinii je globalno najbolj razširjena spiroheta, ki povzroča lymsko boreliozo. 
Najdemo jo v gozdovih Evrazije in tudi v kolonijah morskih ptičev, kjer jo prenaša Ixodes 
uriae (Duneau in sod., 2008; Smith in sod., 2006). 
 
 
Slika 3: Globalna razširjenost kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato (Rudenko in sod., 2011). 
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V Severni Ameriki so najpogostješe vrste B. andersonii, B. bissettii, B. californiensis, B. 
carolinensis, B. americana, B. kurtenbachii in B. burgdorferi sensu stricto. (Lin in sod., 
2003; Maggi in sod., 2010; Norris in sod., 1999; Picken in sod., 1995; Postic in sod., 
1998). Najbolj razširjena vrsta v Severni Ameriki  in južnih predelih Kanade je B. 
burgdorferi sensu stricto. Prenašajo jo prenašalci I. scapularis, I. pacificus in I. affinis 
(Maggi in sod., 2010). 
 
2.2.2 Geografska razširjenost Borrelia miyamotoi 
 
B. miyamotoi so našli v ZDA, Kanadi, v Evropi in Aziji. Lahko povzamemo, nahaja se 




Krvosesni členonožci se izkažejo za uspešne prenašalce B. burgdorferi sensu lato in B. 
miyamotoi. 
 
2.3.1 Prenašalci lymske borelioze in Borrelia miyamotoi 
 
B. miyamotoi in borelije, ki povzročajo lymsko boreliozo si delijo prenašalce in gostitelje. 
Najpomembnejši prenašalci B. burgdorferi sensu lato so klopi. V Evropi je glavni 
predstavnik ščitasti klop Ixodes ricinus, v Aziji to vlogo prevzame Ixodes persulcatus 
(slika 4). Na vzhodu ZDA Ixodes scapularis prenaša B. burgdorfer sensu stricto in B. 
miyamotoi (Bunikis in Barbour, 2005; Scoles in sod., 2001). Na zahodu ZDA je 
najpomembnejši prenašalec Ixodes pacificus (Gray, 1998). Klopi se ne hranijo samo pri 
vrstah, ki predstavljajo gostitelje za B. burgdorferi sensu lato, ampak tudi pri drugih 
naključnih gostiteljih, vključno s človekom. Vsaj 237 živalskih vrst je primernih za 
gostitelje klopov I. ricinus, ki so posledično potencialni gostitelji borelij (Gern, 2008; 
Rudenko in sod., 2011). 
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Slika 4: Razširjenost klopov rodu Ixodes (Stanek in sod., 2012). 
 
Borelije lahko prenašajo tudi ostali krvosesni artropodi, vendar uspešnost prenosa ostaja 
vprašljiva. B. afzelii so odkrili pri komarjih (Aedes spp. in Culex spp.). Iz bolh 
(Ctenophthalmus sp. in Ctenocephalides sp.) so izolirali B. afzelii in B. burgdorferi sensu 
stricto (Halouzka in sod., 1998; Halouzka in sod., 1999; Teltow in sod., 1991). 
 
Razširjenost klopov v Evropi se skozi leta spreminja. Sezonske klimatske razmere v 
Evropi omejujejo razširjanje klopov. Glede na širok nabor gostiteljev, lahko povežemo 
povečanje prevalence lymske borelioze z geografskim širjenjem in večanjem populacije 
prenašalcev (Franke in sod., 2013). 
 
2.3.2 Življenjski krog klopov 
 
Klopi imajo štiri razvojne stopnje: jajčece, ličinka, nimfa in odrasel klop (Slika 5). Tri 
razvojne stopnje se lahko hranijo na človeku, vendar največ okužb z borelijami povzročijo 
nimfe (Radolf in sod., 2012). Med vsako aktivno razvojno stopnjo se hranijo. Zadržujejo 
se na nizkem grmičevju in drugi rastlinski vegetaciji, kjer čakajo, da se pripnejo na 
gostitelja. Po nekaj dneh hranjenja klopi zapustijo gostitelja in se zadržujejo v podrastju. 
Ob primernih razmerah klop potrebuje nekaj mesecev, da se razvije v naslednjo razvojno 
fazo. Dolžina življenja variira med dvema in šestimi leti, odvisno od podnebja, gostiteljev 
in vplivov razvojnega mehanizma (Piesman in Gern, 2004). 
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Slika 5: Razvojne stopnje Ixodes ricinus od leve proti desni: ličinka, nimfa, odrasla samica, odrasel samec 
(Stanek in sod., 2012). 
 
V Evropi so večkrat dokumentirali sopojavnost dveh ali več borelij kompleksa B. 
burgdoreferi sensu lato v istem klopu (Kurtenbach in sod., 2001; Rijpkema in sod., 1996; 
Vennestrom in sod., 2008). Sočasni obstoj borelij je posledica preference klopov do 
različnih živali, predhodno okuženimi z različnimi borelijskimi vrstami (Barbour in sod., 
2009). 
 
2.3.3 Aktivnost klopov 
 
Nimfe I. ricinus in I. persulcatus postanejo aktivne zgodaj spomladi in ostanejo aktivne 
do sredine poletja, ali še dlje v vlažnih okoljih. Pri I. ricinus je drugi porast aktivnosti v 
jeseni. Nimfe I. scapularis so aktivne od zgodnjega poletja do zgodnje jeseni. Odrasli I. 
scapularis postanejo aktivni šele jeseni in ostanejo aktivni vse do zgodnje pomladi v 
primeru, da so temperature višje od 3 °C (Eisen in sod., 2002). Mnogo okužb potrjenih s 
sprmembo na koži se zgodi od maja do septembra, kar sovpada z aktivnostjo nimf in 
rekreacijsko aktivnostjo ljudi na območjih z lymsko boreliozo. Tipična naravna okolja za 
prenos lymske borelioze so listnati, ali mešani gozdovi, občasno iglasti gozdovi, s pestro 
podrastjo in plastjo razpadajoče vegetacije na tleh, ki zagotovi dovolj vlage za razvoj in 
preživetje klopov (Stanek in sod., 2012). 
 
2.3.4 Prenos borelij iz klopa na gostitelja 
 
Klopi, ki se okužijo z borelijami pri enem gostitelju lahko prenesejo borelije na drugega 
gostitelja s slino med hranjenjem. Dlje, ko je klop prisesan večja je možnost za okužbo z 
borelijami. B. burgdorferi sensu lato se ne prenašajo transovarialno, zato so klopi na 
razvojni stopnji ličinke nenevarni prenašalci (Eisen in sod., 2002). Tudi B. miyamotoi se 
prenese na gostitelja iz okuženih odraslih klopov in nimf s slino med hranjenem. Druga 
oblika prenosa B. miyamotoi je transovarialni prenos, zato so lahko okužene že ličinke 
klopov (Scoles in sod., 2001). 
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Najpomembnejši gostitelji za B. burgdorferi sensu lato so mali sesalci, kuščarji in 
nekatere vrste ptic. Različne vrste B. burgdorferi sensu lato kažejo nagnjenost k 
določenim vretenčarskim gostiteljem. Ličinke in nimfe si delijo nabor gostiteljev, odrasli 
klopi si izbirajo večje sesalce. Primarni kompetentni gostitelji so majhni sesalci, posebno 
vlogo imajo tudi ptice selivke, ki preletijo dolge razdalje in prenesejo borelije na različna 
geografska območja (Radolf in sod., 2012). 
 
Borelije lahko okužijo mnogo živalskih vrst, ki jih nato prenesejo naprej. Vendar niso vsi 
gostitelji enako ugodni za borelije, le pri določenih borelije obstanejo in se prenesejo na 
novega prenašalca. Takšne gostitelje imenujemo kompetentni gostitelji. 
Najpomembnejša dejavnika za kompetenco določenega gostitelja sta sposobnost 
izmikanja imunskemu sistemu gostitelja in občutljivost za komplement gostitelja. Vsi ne 
predstavljajo kompetentnega gostitelja, na primer govedo in jelenjad nista ugoden 
gostitelj borelij. Odrasli klopi se na velikih sesalcih razmnožujejo, tako imajo veliki 
sesalci vlogo pri ohranjanju populacij klopov. Če v okolju prevladujejo živali, ki niso 
kompetentni gostitelji, potem se tveganje za lymsko boreliozo zmanjša (Matuschka in 
sod., 1993; Radolf in sod., 2012). 
 
Medtem, ko je dobro raziskan širok nabor gostiteljev za B. burgdorferi sensu lato, je manj 
znanega o naboru gostiteljev B. miyamotoi. Tudi za B. miyamotoi so najpogostejši 
gostitelji glodalci (Anda in sod., 1996). B. miyamotoi so odkrili v krvi miši: Peromyscus 
leucopus, Apodemus argenteus, Apodemus speciosus. Odkrili so jo tudi pri voluharicah: 
Myodes rutilus, Myodes rufocanus, Myodes glareolus (Barbour in sod., 2009; Cosson in 
sod., 2014; Fukunaga in sod., 1995). B. miyamotoi so zasledili tudi pri divjih puranih, 
divjih prašičih, srnjadi in črnih kosih (Scott in sod., 2010; Wodecka in sod., 2014). 
Potrebnih je več raziskav, da bomo določili celoten krog gostiteljev (Wagemakers in sod., 
2015). 
 
2.5 INCIDENCA IN PREVALENCA LYMSKE BORELIOZE IN OKUŽB, KI JIH 
POVZROČA Borrelia miyamotoi 
 
Nadzor incidence v Evropi se razlikuje in ne moremo neposredno primerjati različnih 
držav. V nekaterih regijah širša populacija ni dovolj osveščena z nevarnostjo in nekateri 
simptomi se zlahka spregledajo. 
 
2.5.1 Incidenca lymske borelioze pri ljudeh 
 
Lindgren in Jaenson (2006) predpostavljata, da je v Evropi letno okrog 85 000 primerov 
lymske borelioze pri ljudeh in v ZDA kjer je lymska borelioza endemična v 15 državah 
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od 15 000 do 20 000 primerov letno. Če vzamemo v obzir veliko število neprijavljenih 
primerov, ocenjujejo, da je na svetu letno 255 000 primerov lymske borelioze (Campbell 
in sod., 1998). 
 
V Sloveniji je lymska borelioza najpogostejša s klopom prenosljiva bolezen. Obvezna 
prijava lymske borelioze poteka od leta 1986. Najnovejši podatek o incidenci predstavlja 
leto 2016, ko je bilo prijavljenih 4274 bolnikov z lymsko boreliozo, kar predstavlja 207 
primerov na 100 000 prebivalcev. Leta 2014, ko so bile ujete naše testne živali, je bila 
incidenca 188,7 primerov na 100 000 prebivalcev (Sočan in sod., 2017). 
 
2.5.2 Prevalenca prisotnosti Borrelia burgdorferi sensu lato pri malih sesalcih in 
klopih 
 
Na različnih lokacijah v Litvi in Norveški so ulovili 398 malih sesalcev, ki so pripadali 9 
vrstam. V raziskavi so malim sesalcem odvzeli ušesno tkivo in preverjali prisotnost gena 
fla. B. burgdorferi sensu lato je bila prisotna pri 17,1 % malih sesalcev (Paulauskas in 
sod., 2008). Wilhelmson in sodelavci (2013) so testirali 2154 klopov Ixodes ricinus, ki so 
vbodli človeka. Prisotnost B. burgdorferi sensu lato so preiskovali s PCR v realnem času. 
B. burgdorferi sensu lato je bila prisotna pri 556/2154 (26 %) klopov. Cosson in sodelavci 
(2014) so testirali 268 klopov Ixodes ricinus in 72 malih sesalcev. B. afzelii so dokazali 
pri 7,11 % malih sesalcev. B. burgdorferi sensu stricto so našli pri 1,87 % klopov, B. 
garinii pri 9,74 % klopov, B. valaisiana pri 5,24 % klopov in B. spielmanii pri 1,12 % 
klopov. 
 
V ZDA je zadeva sledeča; Clark in sodelavci (2002) opisujejo epidemiološko raziskavo, 
pri kateri so testirali 169 glodalcev in 1193 klopov ujetih leta 1994 in 1995 na različnih 
lokacijah Južne Karoline in okolice. Iz 169 testiranih glodalcev so iz tkiva izolirali 72 (43 
%) spirohet, vse so pripadale kompleksu B. burgdorferi sensu lato. Za dokazovanje 
okužbe z borelijo so uporabili kultivacijo na BSK mediju. Za opredelitev izolatov so 
uporabili indirektna fluorescenčna protitelesa (IFA), Westeren blot, SDS-PAGE 
elektroforezo. Prav tako so iz 1193 klopov izolirali 31 (2,6 %) spirohet (Clark in sod., 
2002). 
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2.5.3 Prevalenca okužb z Borrelia miyamotoi in njena prisotnost v malih sesalcih in 
klopih 
 
Sinski in sodelavci (2016) so naredili pregled potrjenih okužb človeka z B. miyamotoi do 
leta 2016 (preglednica 3). 
 












Rusija 46 qPCR 46 5 4 
Rusija 50 PCR - - - 
ZDA 1 RT- PCR - - - 
ZDA 2 PCR, DNA sekvenciranje 2 - - 
ZDA 18 rGlpQ, ELISA 1 - 2 
ZDA 52 rGlpQ, ELISA 5 - - 
ZDA 97 PCR, rGlpQ, ELISA 51 - - 
ZDA 7 RT multiplex PCR - - - 
ZDA 3 PCR 3 - - 
Nizozemska 1 qPCR 1 - - 
Nizozemska 15 GlpQ protein luminex 
assay 
- - - 
Japonska 2 qPCR 2 - - 
 
Wagemakers in sodelavci (2015) so povzeli raziskave iz 28 virov in izdelali pregled 
prevalence B. miyamotoi do leta 2015. Prevalenca B. miyamotoi v klopih Ixodes je 1,8 %. 
Podrobneje, z B. miyamotoi je bilo okuženih: I. persulcatus 3,6 %, I. scapularis 2,0 %, I. 
ricinus 1,3 %. Od vseh pozitivnih Ixodes klopov je bilo pozitivnih 0,5 % larv, 1,8 % nimf 
in 1,2 % odraslih klopov (Wagemakers in sod., 2015). 
 
Barbour in sodelavci (2009) so v raziskavi testirali 556 Peromyscus leucopus ulovljenih 
v Connecticutu. B. miyamotoi je bila prisotna v krvi 7 % in v ušesnem tkivu 2 % miši, 
medtem ko je bila prevalenca B. burgdorferi sensu lato 12 % v krvi in 76 % v ušesnem 
tkivu. Odkrili so tudi koinfekcije z obema borelijama v krvi pri 0,9 % in v ušesnem tkivu 
pri 1,2 % miši (Barbour in sod., 2009). 
 
Okuženih se izleže 6-73 % ličink klopov, ker se s transovarialnim prenosom okužijo pri 
odraslih samicah (Scoles in sod., 2001). Samo manjši delež klopov, ki se hranijo na 
človeku so ličinke. Ni še znano, ali se lahko zgodi prenos B. miyamotoi iz ličinke na 
človeka (Wagemakers in sod., 2015). V krvi glodalcev je koncentracija B. miyamotoi in 
ostalih spirohet, ki povzročajo povratno mrzlico večja kot pri okužbi z borelijami, ki 
povzročajo lymsko boreliozo (Taylor in sod., 2013). 
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Zaradi pogostega pojavljanja so patogenezo lymske borelioze veliko bolje preučili kot 
patogenezo B. miyamotoi, ki se preučuje šele zadnjih nekaj let. 
 
2.6.1 Patogeneza Borrelia burgdorferi sensu lato 
 
Klop z ustnimi izrastki naredi luknjico za sesanje krvi, nato se s hipostomom zasidra v 
kožo. Proizvaja velike količine sline, kjer je mnogo bioaktivnih snovi, ki pomagajo 
preživeti borelijam v začetnih fazah okužbe. Proizvaja biomolekule, katere ovirajo odziv 
sesalcev (Pal in sod., 2010; Radolf in sod., 2012). Borelije se nahajajo v prebavilih 
okuženih klopov, ko se klop pritrdi na gostitelja in sesa kri se začnejo borelije pospešeno 
razmnoževati. Hkrati potečejo različne fenotipske spremembe, vključno z izražanjem 
beljakovine OspC, ki omogoča borelijam prehod v žleze slinavke. Ta proces lahko poteka 
nekaj dni, zato pride do okužbe šele nekaj ur po vbodu klopa (Rosa, 2005; Steere in sod., 
2004). 
 
Pri miših se nevtrofilci hitro pojavijo, vendar izginejo po 16 urah od okužbe. Sledijo jim 
monociti in makrofagi, oboji lahko ubijejo borelije (Weis in sod., 2010). Borelije so zelo 
gibljive in hitro migrirajo po tkivu (4 µm/s), kar jim omogoča, da se izognejo zajetju s 
fagociti (Moriarty in sod., 2008). Fagocitoza borelije in razgradnja v fagolizosomih 
pospeši sproščanje vnetnih citokinov (Cervantes in sod., 2011).  
 
Po dveh dneh se borelije razširijo v oddaljena tkiva (Shih in sod., 1992). Virulentni 
dejavniki, ki omogočijo perzistenco okužbe vključujejo zmanjšano izražanje specifičnih 
imunogenih zunanjih beljakovin, vključno z OspC in hitro spreminjanje antigenskih 
lastnosti površinskih lipoproteinov (VlsE). K perzistenci pripomore tudi sposobnost 
pripenjanja spirohet na različne komponente ekstracelularnega matriksa (Baranton in De 
Martino, 2009; Steere in sod., 2006). 
 
Prirojeni in pridobljeni imunski sistem sta pomembna pri kontroli okužbe in vnetja med 
diseminirano fazo (Weis in sod., 2010). Razvoj humoralnega odziva je ključen, da miši 
omejijo okužbo z borelijami (Connolly in Benach, 2005; Weis in sod., 2010). Zgodnje 
izdelovanje protiteles, zlasti imunoglobulina M je ključno za prvotno zmanjšanje 
borelijskega bremena (Belperron in sod., 2007; Tunev in sod., 2011). Od T celic odvisno 
proizvajanje imunoglobulina razreda G lahko zasledimo že drugi teden okužbe (Weis in 
sod., 2010). B. burgdorferi sensu lato uporablja sistem antigenskih variacij, da se izogne 
protitelesom. 
 
Raziskovalci niso zabeležili, da bi borelije proizvajale toksine. Tkivo je največkrat 
poškodovano zaradi vnetnega odziva. Intenzivnost vnetnega odziva se razlikuje glede na 
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posamezno borelijsko vrsto (Strle in Stanek, 2009). Tudi genetski faktorji gostitelja 
vplivajo na izražanje in resnost okužbe (Steere in sod., 2006). 
 
2.6.2 Patogeneza Borrelia miyamotoi 
 
Spirohete, ki povzročajo povratno mrzlico so že prisotne v žlezah slinavkah okuženega 
klopa in se prenesejo na gostitelja nekaj sekund po vbodu usnjatega klopa (Boyle in sod., 
2014). Trenutno še ni znano, kje se nahaja B. miyamotoi, ali v prebavilih, ali v žlezah 
slinavkah. Raziskati je potrebno tudi, kako hitro se prenese iz klopa na gostitelja. B. 
miyamotoi je odporna proti človeškemu komplementu, kar ji omogoča preživetje v 
krvnem obtoku. Variabilne membranske beljakovine (angl. variable membrane proteins, 
VMPs) ji omogočajo izogibanje prilagodljivemu imunskemu sistemu. Te beljakovine so 
kodirane z mnogimi aleli, celični mehanizem jim omogoča rekombinacijo tihih VMP in 
s tem spreminjanje antigenov na celični površini (Wagemakers in sod., 2015). 
 
2.7 KLINIČNE ZNAČILNOSTI 
 
Različne vrste borelij povezujemo z različnimi kliničnimi slikami, B. afzelii s 
spremembami na koži, B. garinii in B. bavariensis z nevroboreliozo in B. burgdorferi 
sensu stricto z artritisom. Nekatere vrste,  B. lusitaniae, B. speilmanii in B. valaisiana, le 
redko povzročijo bolezen pri ljudeh (Rudenko in sod., 2011; Strle in Stanek, 2009).  
 
2.7.1 Lymska borelioza 
 
Lymska borelioza se pojavi v treh stadijih, v začetnem obdobju se pojavi lokalizirana 
okužba, borelije se razmnožujejo v okolici mesta vboda. Sledi zgodnja razširjena 
(diseminirana) okužba. Če se bolezen ne zdravi, čez mesece ali leta nastopi pozno 
obdobje, okužba postane perzistentna (Strle in Stanek, 2009).  
 
2.7.2 Kožne oblike lymske borelioze 
 
Najpogostejši (pojavi se pri 90 % okuženih) klinični znak okužbe je erythema migrans, 
ki se pojavi nekaj dni po vboda klopa (slika 6). Na mestu vboda nastane rdečina ovalne 
oblike, ki se širi navzven, v centru pa zbledi. Erythema migrans izgine po nekaj mesecih 
tudi brez terapije (Gerber in sod., 1996; Nadelman in Wormser, 1998). Na mestu 
erythema migrans se včasih pojavi srbečica, bolečina, topel občutek. Erythema migrans 
lahko spremljajo slabo počutje, glavobol, vročina, bolečine v mišicah, otečene področne 
bezgavke (Stanek in sod., 1996; Steere in sod., 1983). Pri razširjeni okužbi se pojavijo 
številni erythema migrans, ki so lahko oddaljeni od mesta vboda. Ostale oblike razširjene 
okužbe so pareza karnialnih živcev (najpogostje obraznega živca), meningitis, artritis in 
redko karditis (Shapiro in Gerber, 2000; Strle in Stanek, 2009). 
Cvetko D. Prevalenca borelij lymske borelioze v malih sesalcih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
18 
 
Borelijski limfocitom je redek. Je neboleča bulica, ki jo najdemo na ušesni mečici, prsnih 
bradavicah, modih, pogostejša je pri otrocih (slika 6). V odsotnosti ustrezne terapije lahko 
obstane več mesecev ob prisotnosti ostalih oblik. Borelijski limfocitom nastane zaradi 
proliferacije B-limfocitov v koži in podkožju (Stanek in sod., 2010). 
 
Kronični atrofični akrodermatitis (angl. acrodermatitis chronica atrophicans, ACA) je 
pozna oblika lymske borelioze (slika 6). Največkrat ga diagnosticirajo v Evropi in 
večinoma ga povzroča B. afzelii (Ohlenbusch in sod., 1996). Kaže se v obliki kroničnih 
lezij, ki se večinoma pojavijo pri starejših. Kronični atrofični akrodermatitis se pojavi od 
6 mesecev do nekaj let po okužbi. Značilno je, da nastane na okončinah, najbolj prizadete 
so noge, stopala in hrbtišče dlani (Stinco in sod., 2014). 
 
2.7.3 Druge oblike lymske borelioze 
 
Oblike lymske borelioze opisane spodaj se pojavijo pri manjšem številu bolnikov. 
Muskuloskeletni simptomi se lahko pojavijo v kateremkoli stadiju okužbe. Bolečine v 
mišicah in sklepih, vročina, glavoboli, utrujenost so prisotni kmalu po okužbi. Artritis se 
pojavi v pozni fazi bolezni, najpogosteje ga povzroča B. burgdorferi sensu stricto. Artritis 
prizadene velike sklepe, največkrat kolena (Steere, 1989). V primeru nezdravljenja lahko 
perzistira več mesecev ali let. Laboratorijskega označevalca za lymski artritis še ne 
poznamo, zato se pri diagnozi zanašamo na serologijo in izločimo alternativne vzroke za 
artritis. 
 
Prav tako so redke srčne oblike lymske borelioze. Lahko jih opazimo ob ali kmalu po 
pojavu erythema migrans, ali v kombinaciji z nevrološkimi simptomi in artritisom 
(Stanek in sod., 2010). Borelijski atrioventrikularni blok je edina klinična slika, ki lahko 
ogrozi življenje bolnika.  
 
Lymska nevroborelioza se največkrat kaže v akutni obliki. Pojavi se nekaj tednov po 
okužbi. Pri odraslih največkrat boleč meningoradikulonevritis (Garin-Bujadoux-
Bannwarthov sindrom), enostranska ali obojestranska paraliza obraznega živca. Manj 
pogoste so nevropatije možganskih živcev. Redko opazimo tudi mielitis, encefalitis, 
cerebralni vaskulitis in ostale redke manifestacije. Bolečine pri lymski nevroboreliozi so 
hude, vendar hitro izvenijo ob antibiotični terapiji. Pri otrocih je najpogostejši simptom 
glavobol zaradi meningitisa in obrazna paraliza. V večini primerov je akutna lymska 
nevroborelioza samoomejevalna bolezen, vendar pri manjšini pacientov nekateri 
simptomi perzistirajo več mesecev in lahko razultirajo v trajne posledice, tudi po 
antibiotični terapiji (Stanek in sod., 2010). 
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Slika 6: Kožne oblike lymske borelioze. (a) Erythema migrans 4 tedne po vbodu klopa in tri tedne po pojavu 
lezije. (b) Erythema migrans na nogi s centralnim bledenjem. (c) Borelijski limfocitom na ušesni mečici. 
(d) Borelijski limfocitom na prsni bradavici. (e) Acrodermatitis chronica atrophicans na levi nogi. (f) 
Acrodermatitis chronica atrophicans na vrhnji strani dlani (Stanek in sod., 2010). 
 
2.7.4 Klinični znaki okužbe z Borrelia miyamotoi 
 
Najpogostejši simptomi okužbe z B. miyamotoi so: povišana temperatura do 40 °C, 
utrujenost, glavoboli, mrazenje, bolečine v mišicah, bolečine v sklepih, slabost. Vročina 
traja 2-5 dni, sledi obdobje do sedmih dni brez vročine, nato se vročina zopet pojavi. 
Epizode vročine se pojavijo dva do trikrat, odvisno od zdravljenja. Drugi simptomi lahko 




Za klinično diagnozo lymske borelioze zadostuje tipični erythema migrans brez 
laboratorijskih preiskav. Okužba z B. miyamotoi povzroča bolj nespecifične klinične 
zanke, zato je za diagnozo potrebna laboratorijska diagnostika. 
 
2.8.1 Diagnostika lymske borelioze 
 
Pri diagnostiki lymske borelioze se lahko uporabljajo neposredne ali posredne metode. 
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Za neposredno dokazovanje borelij se v diagnostiki uporablja dokaz specifičnih 
borelijskih beljakovin ali nukleinskih kislin in kultivacija v posebnem gojišču (Aguero-
Rosenfeld in sod., 2005). 
 
V zgodnjih fazah bolezni lahko izoliramo borelije iz erythema migrans, redkeje iz krvi in 
najredkeje iz cerebrospinalne tekočine. V kužninah lahko dokažemo borelije s PCR. 
Metoda PCR lahko prikaže pozitivne rezultate kljub antibiotični terapiji v primeru, da 
DNA ostane v telesu gostitelja (Nocton in sod., 1994; Stanek in sod., 2012). 
 
Posredne metode dokazujejo protitelesa proti borelijskim antigenom, ki se tvorijo 2 do 4 
tedne po vbodu in ostanejo v krvi še nekaj let po ozdravljeni bolezni. Pri seroloških 
preiskavah obstaja tveganje za lažno pozitivne ali lažno negativne rezultate. Nekatere 
države uporabljajo dvostopenjsko serološko testiranje. Najprej izvedemo presejalni test, 
napogosteje je to EIA (angl. enzyme immunoassay). V primeru, da so rezultati pozitivni 
ali dvoumni je potreben še potrditveni test, na primer IgG ali IgM immunoblot test 
(Aguero-Rosenfeld in sod., 2005). 
 
2.8.2 Diagnostika Borrelia miyamotoi 
 
Imamo dve zanesljivi metodi za diagnostiko okužb z B. miyamotoi. Test EIA in 
potrditveni imuno blot, kjer v človeškem serumu dokazujemo protitelesa proti antigenu 
GlpQ (glicerofosforil diester fosfodiesteraza). Antigen je nereaktiven na protitelesa proti 
B. burgdorferi sensu lato, zato ne pride do navzkrižne reakcije (Jahfari in sod., 2014; 
Krause in sod., 2014). Pri novejših raziskavah se raje poslužujemo PCR v realnem času 
in sekvenciranja nove generacije (angl. next generation sequencing, NGS) (Krause in 
sod., 2015; Molloy in sod., 2015). 
 
2.8.3 Metoda kultivacije borelij 
 
Kultivacija predstavlja zlati standard diagnostike borelij (Aguero-Rosenfeld in sod., 
2005). Za kultivacijo B. burgdorferi sensu lato uporabljamo gojišča, katera izhajajo iz 
prvotnega Kelly medium (Kelly, 1971). Medije so sčasoma izboljšali z modifikacijami, 
poznamo več variacij: Barbour-Stoener-Kelly II medij (Barbour, 1984), BSK-H (Pollack 
in sod., 1993) in medij Kelly Preac-Mursic (MKP) (Preac-Mursic in sod., 1986). 
Spremenjeni mediji omogočajo uspešno kultivacijo majhnega inokuluma, krajše 
generacijske čase in večje maksimalne koncentracije spirohet (108-109/ml). Ključne 
sestavine medijev za kultivacijo borelij so CMRL-1066 (standardni medij za gojenje 
sesalčjih celic), faktor 5 iz govejega seruma (služi kot bogat vir proteinov in uravnava 
pH), N-acetilglukozamin (prekurzor za sintezo celične stene), zajčji serum, citrat, 
piruvat… Borelije v tekočem mediju gojimo pri 30 do 34 °C (Barbour, 1984). Kulture 
gojimo do 12 tednov, kar je veliko dlje kot večino ostalih človeku patogenih bakterij. 
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Nekaj ima pri tem dolg generacijski čas borelij 7 do 20 ur (Barbour, 1984; Preac-Mursic 
in sod., 1986; Szczepanski in Benach, 1991). Gojišča pregledujemo z mikroskopiranjem 
v temnem polju ali s fluorescentno mikroskopijo (Reed, 2002; Wormser in sod., 2000). 
B. burgdorferi sensu lato lahko gojimo tudi na trdem gojišču, kjer zgoraj omenjenim 
gojiščem dodamo agarozo (Barbour, 1984; Preac-Mursic in sod., 1986). Prednost trdega 
gojišča je, da lahko identificiramo posamezne kolonije (Aguero-Rosenfeld in sod., 2005). 
 
Kultivacija B. miyamotoi je otežena, saj velja za težko gojlivo borelijo. Optimalne pogoje 
in gojišča še raziskujejo. Margos in sodelavci (2015) so uspešno kultivirali različne seve 
B. miyamotoi pri atmosferi s 6 % CO2 v gojišču MKP s koncentracijo človeškega seruma 
30 % - 50 %. Wagemakers in sodelavci (2014) so uspešno kultivirali B. miyamotoi v 
gojišču MKP z 10 % govejega seruma.  
 
2.8.4 Dokazovanje nukleinskih kislin borelij z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
 
Z uporabo metode PCR lahko pridobimo kvalitativne in kvantitativne rezultate. Klasični 
in vgnezdeni PCR nam podata kvalitativne rezultate, medtem ko nam PCR v realnem 
času poda kvantitativne rezultate. PCR v realnem času so v 90 letih uporabljali za 
kvantifikacijo B. burgdorferi sensu lato iz tkiv laboratorijskih miši. Nato se je uporaba 
razširila na testiranje miši ulovljenih v naravi, klopov in psov. Z izboljšavo tehnologije 
se je uporaba razširila tudi za humano diagnostiko. Na voljo je več komercialnih PCR v 
realnem času, ki ponujajo avtomatizacijo npr. Sequence Detection System (Applied 
Biosystems) in LightCycler (Rosche) (Aguero-Rosenfeld in sod., 2005). 
 
S PCR lahko testiramo kri, sinovijsko tekočino, biopsijo kože, cerebrospinalno tekočino, 
biopsijo organov. Število spirohet v okuženih tkivih je majhno, zato je potrebeno odvzeti 
zadostno količino vzorcev, paziti je potrebno tudi na ustrezen odvzem vzorcev in 
primerne procedure za transport in shranjevanje vzorcev. Občutljivost PCR lahko pada, 
glede na slabe pogoje pri odvzemu vzorcev, transportu in shranjevanju. PCR je potrebno 
opraviti čim prej po odvzemu vzorca, ali vzorec shraniti v zamrzovalniku (Aguero-
Rosenfeld in sod., 2005). 
 
Uspešnost PCR je odvisna od več faktorjev, najpomembnejša faktorja sta izbira tarčnega 
gena in začetnih oligonukleotidov. Najpogostejše tarče za diagnostiko B. burgdorferi 
sensu lato so flaB, recA, p66, ospA, ospC in 5S – 23S medgenske regije (Aguero-
Rosenfeld in sod., 2005). 
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2.8.4.1 Diagnostični komplet LightMix Kit for detection of Borrelia spp. 
 
Diagnostični komplet omogoča hitro, enostavno in natančno detekcijo in identifikacijo 
borelijske DNA. V kombinaciji s kompletom LightCycler FastStart DNA Master 
HybProbe zaznata tudi samo 10 kopij DNA B. Burgdorferi spp. Mešanica vsebuje 
liofilizirane začetne oligonukleotide in sonde za skupno 96 reakcij, končnega volumna 
20 µl (LightMix Kit…,2014). 
 
Za izvedbo pomnoževanja smo uporabili napravo LightCycler 2.0, ki omogoča hitro 
izvedbo PCR. Rezultati so kvantificirani in analizirani med pomnoževanjem sočasno z 
merjenjem fluorescence. Analiza talilne krivulje služi za karakterizacijo produktov in 
prepoznavo mutacij. Aparatura uporablja zrak za segrevanje ali ohlajanje vzorcev, kar 
povzroči hitrejše spreminjanje temperature vzorcev in posledično hitrejšo analizo 
(LightCycler 2.0 Instrument - Operator's Manual…,2005). 
 
2.9 GENOTIPIZACIJA BORELIJ 
 
Genotipizacija sevov B. burgdorfei sensu lato lahko pomaga pri razrešitvi vprašanj pri 
epidemioloških, kliničnih in evolucijskih raziskavah. Za genotipizacijo borelij so na voljo 
številne metode, razlikujoče si v pristopu in subjektu katerega raziskujemo. Nekatere 
temeljijo na tipizaciji celotnega genoma (identifikacija vrste, analiza plazmidnega profila, 
sekvenciranje celotnega genoma), druge temeljijo na tipizaciji s PCR, ki jim sledi 
sekvenciranje, restrikcije, določitev talilne temperature... Mnogo pristopov, ki temeljijo 
na PCR se osredotoča le na en tarčni gen, še posebej pri diagnostiki, ker tako privarčujemo 
čas in denar. Nekatere metode pogosto uporabljamo, medtem ko so ostale (sekvenciranje 
celotnega genoma) še v razvoju. Trenutne molekularne tehnike, ki so na voljo za 
razvrstitev in tipizacijo borelij: analiza DNA-DNA homologije, ribotipizacija, 
sekvenciranje 16S rRNA in ostalih ohranjenih genov, vrstno specifični PCR, metoda 
polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment length 
polymorphism, RFLP), elektroforeza v utripajočem električnem polju (angl. pulsed-field 
gel electrophoresis, PFGE), metoda naključno pomnožene polimorfne DNA (angl. 
random amplified polymorphic DNA, RAPD), metoda tipizacije na osnovi multilokusnih 
zaporedji (angl. multilocus sequence typing, MLST), sekvenciranje celotnega genoma 
(angl. whole genome sequencing, WGS) (Ružić-Sabljić in Cerar, 2017; Wang in sod., 
2014). 
 
V devetdesetih letih prejšnjega stoletja je genotipizacija borelijskih vrst temeljila na DNA 
homologiji. DNA homologija (DNA-DNA hibridizacija) velja za referenčno metodo za 
razmejitev borelijskih vrst (Baranton in sod., 1992; Kawabata in sod., 1993). Za 
identifikacijo B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii in ostalih so uporabljali 
metodo ribotipizacije. Metoda temelji na analizi profilov, ki jih pridobimo s 
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hibridizacijskimi sondami po restrikciji kromosomske DNA z encimi (Baranton in sod., 
1992; van Dam in sod., 1993; Postic in sod., 1996). Diskriminacijo med različnimi 
patogenimi vrstami borelij omogočata tudi PFGE in RAPD (Welsh in sod., 1992; Wang 
in sod., 1998). Na primer MLST in PCR-RFLP večinoma uporabljajo za karakterizacjo 
borelij iz različnih virov in geografskih področji na nivoju vrste (Ogden in sod., 2011; 
Wang in sod., 2014). Tipizacija OspC je najpogosteje uporabljena za diferenciacijo sevov 
znotraj ene vrste. V zadnjih letih se za karakterizacijo borelijskih sevov in razmejitev 
novih borelijskih vrst razvijata in vse več uporabljata MLST in WGS (Hanincova in sod., 
2013). 
 
Sposobnost ločevanja se razlikuje med različnimi molekularnimi tipizacijskimi 
metodami. Najvišjo razlikovalno moč imajo metode, ki temeljijo na analizi celotnega 
genoma, PFGE, RAPD, MLST in WGS. Navedene metode omogočajo razlikovanje tako 
med različnimi vrstami borelij, kot tudi med sevi znotraj vrst. Odvisno od namena 
raziskave in razpoložljivih sredstev je izbira ene ali več metod ključna za pridobitev 
ustreznih rezultatov in informacij o vrstah in podtipih (Seinost in sod., 1999; Wormser in 
sod., 2008). 
 
2.9.1 Metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov celotnega genoma 
 
Metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov celotnega genoma (angl. large 
restriction fragment pattern, LRFP) temelji na restrikcijski analizi celotnega genoma. 
Uporabimo lahko različne restrikcijske encime, nato z analizo DNA fragmentov s PFGE 
identificiramo vrste in podvrste. Metoda je različica metode RFLP, ki se je pojavila že v 
začetku osemdesetih prejšnjega stoletja. 
 
Polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov je ena izmed prvih množično uporabljenih 
tehnik za detekcijo variacij v sekvencah DNA (Thibodeau, 1987; Todd in sod., 2001). 
Potrebujemo zadostne količine nepoškodovane DNA, zato je začetni korak gojitev 
mikroorganizmov. Bakterijski kromosom razrežemo z restrikcijskimi encimi, ki 
prepoznajo specifične odseke DNA. Uporabimo lahko različne restrikcijske encime 
(MluI, ApaI, KspI, SmaI, XhoI). (Busch in sod., 1996; Tenover in sod., 1995). Za 
identifikacijo borelijskih vrst in razmejitev podskupin znotraj vrst je najprimernejši encim 
MluI. Vsaka borelijska vrsta tvori značilen vzorec pri rezanju z MluI (Ružić-Sabljić in 
sod., 2008; Ružić-Sabljić in Cerar, 2017). Odseke bakterijske DNA preučimo s PFGE. 
Metoda PFGE je elektroforezna tehnika za ločevanje velikih DNA molekul (10 kb-10 
Mb). Pri konvencionalnem konstantnem električnem polju DNA molekule večje od 20 
kb ne moremo ločiti, ker je njihova mobilnost identična. Pri PFGE z dovajanjem 
izmeničnega električnega polja iz različnih kotov, oziroma smeri ločimo velike DNA 
molekule na agaroznem gelu (Herschleb in sod., 2007; Schwartz in Cantor, 1984). 
  
Cvetko D. Prevalenca borelij lymske borelioze v malih sesalcih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
24 
 
2.9.2 Metoda tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedji 
 
Metoda MLST je visoko diskriminativna genotipizacijska metoda. Z metodo MLST 
pridobimo podatke, ki pripomorejo k boljšemu razumevanju evolucije in epidemiologije 
mikroorganizmov (Pérez-Losada in sod., 2013). Z MLST analiziramo manjši del genoma, 
6-8 gospodinjskih genov (Didelot in Maiden, 2010). Trdijo, da so gospodinjski geni 
(konstitutivni geni potrebnih za vzdrževanje osnovnih funkcij celice) eni izmed najboljših 
označevalcev, ker ponujajo zanesljive podatke za natančno tipizacijo. Sekvenciramo 
regije dolge 450-500 bp. Vsaki edinstveni sekvenci določenega lokusa pripišemo 
zaporedno številko alela. Aleli prisotni pri vsakem od MLST lokusov določenega izolata 
so združeni v alelni profil in jim pripišemo sekvenčni tip (ST). Sorodstvena razmerja med 
izolati preučimo s primerjavo alelnih profilov: tesno sorodni izolati imajo identični ST ali 
ST, ki se razlikuje v le nekaj lokusih, medtem ko imajo nesorodni izolati različen ST 
(Maiden in sod., 1998; Pérez-Losada in sod., 2013). 
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V magistrski nalogi smo uporabili organe malih sesalcev, ujetih na območju Medvod in 
Kočevja v letu 2014. Terensko delo je potekalo v sodelovanju Inštituta za mikrobiologijo 
in imunologijo (Laboratorij za diagnostiko zoonoz, laboratorij WHO in Laboratorij za 
diagnostiko borelioz in leptospiroze) in Prirodoslovnega muzeja Slovenije. Dovoljenje za 
raziskovalno delo na tkivih živali, ki so bile žrtvovane za namen raziskovalnega dela je 
izdalo Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, ter Uprava Republike Slovenije 
za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (323-02-251/2004/7). Terensko delo je 
potekalo 22. in 23. maja (Rakovnik; Medvode), 26. in 27. julija (Kočevje), ter 25. in 26. 
septembra 2014 (Rakovnik; Medvode). Male sesalce smo lovili z živolovkami, ki smo jih 
postavili ob manjše luknje v zemlji, strohnjena drevesa in v bližino vode. V živolovke 
smo predhodno dali košček vate, ki ujetim živalim služi kot zavetje, ter vabo, ki je bila 
sestavljena iz ovsenih kosmičev in konzerviranih sardin. Pasti smo postavljali v poznih 
večernih urah, ter jih pobirali v zgodnjih jutranjih urah. V laboratoriju smo male sesalce 
identificirali, jih izmerili, stehtali, odstranili morebitne zajedalce. Miši smo žrtvovali, jih 
secirali in jim odstranili ledvica, pljuča in srce. Del organa smo nemudoma dali v 
modificirano Kelly – Petenkoferjevo gojišče, del pa smo ga shranili pri -80 °C.  
 
Kultivacijo B. burgdorferi sensu lato smo izvedli z vzorci 133 živali, ki so bile ujete na 
področju Medvod. Vzorci preostalih 30 živali so bili odvzeti v Kočevju in niso bili takoj 
nacepljeni v ustrezno gojišče za kultivacijo. Izolirane seve smo tipizirali z MLST in MluI-
LRFP. Z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (ospA-RTPCR) smo preverili 
priostnost B. burgdorferi sensu lato pri 163 malih sesalcih. Z verižno reakcijo s 
polimerazo v realnem času (16S rRNA-RTPCR) smo preverili prisotnost B. miyamotoi 
pri 163 malih sesalcih.  
 
3.2 IDENTIFIKACIJA MALIH SESALCEV 
 
Male sesalce smo identificirali s pomočjo fenotipskih lastnosti, ter identifikacijo potrdili 
z uporabo verižne reakcije s polimerazo, določanja nukleotidnega zaporedja dela 
mitohondrijskega gena za citokrom B, ter uporabo BLAST algoritma (BLAST, 2017; 
Korva in sod., 2013). 
 
3.3 KULTIVACIJA IN OSAMITEV BORELIJ 
 
Uporabljeni reagenti, material in naprave za kultivacijo in osamitev borelij: 
- pasterke, 
- objektna in krovna stekla, 
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- mikroskop za mikroskopiranje v temnem polju, 
- inkubator, 
- modificirano Kelly – Pettenkoferjevo gojišče. 
 
Za osamitev borelij smo uporabili modificirano Kelly – Pettenkoferjevo gojišče. Borelije 
smo gojili v tekočem gojišču pri 33 °C, do 12 tednov. V primeru borelijske rasti se 
spremeni pH in barva gojišča iz rdeče v rumeno. V gojiščih, ki so spremenila barvo smo 
preverili prisotnost borelij z mikroskopiranjem v temnem polju. Vsak pregledan vzorec 
smo nato precepili v dve sveži gojišči. Če do spremembe barve ni prišlo smo 20. in 40. 
dan gojenja gojišče centrifugirali 20 min pri 12000 obratih/minuto in sediment pregledali 
z mikroskopiranjem v temnem polju. Sediment smo nato precepili v sveže gojišče. Po 
končanem gojenju (12. tednih) smo gojišče centrifugirali in pregledali z mikroskopom v 
temnem vidnem polju. Če je bil rezultat osamitve negativen, smo vzorec zavrgli. V 
kolikor so bile v temnem polju prisotne gibljive borelije, je bila osamitev uspešna (Ružić-
Sabljić in sod., 2002). 
 
3.4 OSAMITEV BAKTERIJSKE DNA 
 
Uporabljeni reagenti, material, naprave: 
- mikrocentrifugirke, 
- pipete in nastavki za pipete, 
- mikrocentrifugirke s keramičnimi kroglicami (MagNA Lyser Green Beads, 
Roche, Basel, Švica), 
- plastične tubice, 
- termoblok, 
- aparat za homogenizacijo in lizo tkiva; MagNA Lyser Instrument (Roche), 
- naprava za izolacijo DNA; MagNA Pure Compact Instrument (Roche), 
- vrtinčno mešalo, 
- pufer za lizo; MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer (Roche), 
- proteinaza K (Proteinase K, recombinant, PCR Grade, Roche), 
- kit za izolacijo nukleinske kisline; MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation 
Kit I (Roche). 
 
Delu organov, ki smo jih shranili pri -80 °C v mikrocentrifugirkah, smo dodali 500 µl 
pufra (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer, Roche) in 40 µl proteinaze K (Proteinase 
K, recombinant, PCR Grade, Roche). Vsebino smo vorteksirali 6-8 sekund in inkubirali 
v termobloku pri 65 °C, približno 24 ur. Delo je potekalo v laminariju. Pred in po delu 
smo delovno površino temeljito razkužili (Cerar in sod., 2015). 
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Vzorce iz termobloka inkubirane pri 65 °C smo pred izolacijo DNA inkubirali še 10 minut 
pri 95 °C. Iz mikrocentrifugirk smo prenesli vso vsebino v posebne mikrocentrifugirke s 
keramičnimi kroglicami (MagNA Lyser Green Beads, Roche), namenjene 
homogenizaciji in lizi tkiva. Z aparaturo MagNA Lyser Instrument (Roche) smo vzorce 
obdelovali 60 sekund pri 7000 obratih. V tubice namenjene izolaciji z aparaturo MagNA 
Pure Compact Instrument (Roche) smo prenesli 410 µl suspenzije. Za izolacijo smo 
uporabili MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche). Celokupno DNA 
smo eluirali v 100 µl tubice (Cerar in sod., 2015). 
 
3.5 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU (ospA-RTPCR) ZA 
DOKAZ Borrelia burgdorferi sensu lato  
 
Uporabljeni reagenti, material in naprave uporabljeni pri dokazovanju B. burgdorferi 
sensu lato s PCR v realnem času : 
- mikrocentrifugirke, 
- pipete in nastavki za pipete, 
- centrifuga, 
- hladilnik, 
- vrtinčno mešalo, 
- naprava LightCycler 2.0 (LightCycler Instrument 2.0, Roche), 
- 25 mM raztopino MgCl2, 
- voda za PCR, 
- diagnostični komplet LightMix Kit for detection of Borrelia spp. (TIB Molbiol, 
Berlin, Nemčija), 
- reakcijski komplet LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche). 
 
Za dokaz borelijske DNA smo uporabili komercialni diagnostični komplet LightMix Kit 
for detection of Borrelia spp. (TIB Molbiol), ki vsebuje liofilizirane začetne 
oligonukleotidne in hibridizacijske sonde za dokaz borelijske DNA in interne kontrole. 
Tarčni gen je gen ospA , ki ga pomnožimo z metodo pomnoževanja v realnem času. 
(LightMix Kit…, 2014). Za izvedbo reakcije smo uporabili reakcijski komplet 
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche). Pomnoževanje in identifikacijo 
smo izvedli z napravo LightCycler 2.0 (LightCycler Instrument 2.0, Roche).  
 
3.5.1 Priprava reakcijske mešanice za ospA-RTPCR 
 
Postopek priprave je potekal v posebnem prostoru, v laminariju z namenoma ločeno 
opremo. S tem smo želeli preprečiti kakršnokoli kontaminacijo delovnih pripomočkov in 
reagentov. Med delom smo uporabljali rokavice in zaščitno obleko. Na začetku smo 
razkužili delovno površino in delovne pripomočke. Reagenta 1A (encimi) in 1B 
(reakcijska mešanica hibridizacijske sonde) iz kompleta LightCycler FastStart DNA 
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Master HybProbe hranimo v zmrzovalniku. Oba reagenta smo centrifugirali (približno 5 
sekund) in prenesli 60 µl iz 1B v 1A (LightCycler FastStart DNA Master HybProbe…, 
2011).  
 
Za pripravo reagentov kompleta LightMix dodamo 66 µl vode v zeleno in belo vialo. 
Vorteksiramo  dokler se liofiliziran material ne raztopi. V prazno mikrocentrifugirko smo 
prenesli 64 µl vsebine iz zelene in bele viale. Dodali smo 32 µl reakcijske mešanice 
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (priprava omenjena zgoraj), 25,6 µl 25 mM 
raztopine MgCl2 in 54,4 µl vode za PCR. Na koncu smo na kratko centrifugirali (približno 
5 sekund), da se je vsa vsebina zbrala na dnu mikrocentrifugirke (LightMix Kit…,2014). 
 
V hladilni blok smo vstavili 16 steklenih kapilar z volumnom 20 µl. Vse kapilare smo 
napolnili s 15 µl reakcijske mešanice. V kapilaro, ki predstavlja negativno kontrolo smo 
dodali še 5 µl vode. 
 
3.5.2 Dodajanje in analiza vzorcev 
 
Vzorce smo odtajali pri sobni temperaturi in jih vorteksirali (približno 3 sekunde). 
Štirinajstim kapilaram smo dodali po 5 µl vzorca in eni kapilari 5 µl standardne 
koncentracije borelijske DNA. Kapilare smo ponovno zamašili in vstavili v cilinder (del 
naprave LightCycler 2.0). Cilinder s kapilarami smo centrifugirali 30 sekund. Po 
končanem centrifugiranju smo cilinder vstavili v LightCycler 2.0, ki je povezan z 
računalnikom in pričeli s pomnoževanjem v realnem času.  
 
3.5.3 Program ospA-RTPCR za dokaz Borrelia burgdorferi sensu lato 
 
Protokol sestavljajo štirje koraki: denaturacija, pomnoževanje, taljenje, ohlajanje. 
Program pomnoževanja je prikazan v preglednici 4 (LightMix Kit…, 2014). 
 
Preglednica 4: Program pomnoževanja v realnem času (ospA-RTPCR) za dokaz Borrelia burgdorferi sensu 
lato (LightMix Kit…, 2014). 
Parameter Denaturacija Pomnoževanje Taljenje Ohlajanje 
Analiza / kvantifikacija Talilna krivulja / 
Tarča (°C) 95 95 62 72 95 40 85 40 
Čas (min:s) 10:00 00:5 00:5 00:15 00:20 00:20 00:00 00:30 
Hitrost 
spreminjanja 
temp. (° C/s) 
20 
 
20 20 20 20 20 0,2 20 
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3.5.4 Analiza temperature taljenja ospA-RTPCR in preverjanje uspešnosti reakcije 
 
Različne vrste borelij razlikujemo s pomočjo temperature talilne krivulje: 70,8 °C B. 
afzelii in B. valaisiana, 66,7 °C B. garinii in B. lusitaniae, 62,1 °C B. burgdorferi sensu 
stricto in 57,7 °C B. spielmanii (sika 7). Uspešnost PCR reakcije preverjamo tudi z 




Slika 7: Primer talilnih krivulj pri analizi z LightCycler 480 II: Borrelia burgdorferi sensu stricto ima vrh 
pri 62,4 °C,  Borrelia afzelii in Borrelia valaisiana imata vrh pri 70,9 °C in Borrelia garinii ima vrh pri 
67,1 °C (Cerar in sod., 2015; LightMix Kit…, 2014). 
 
3.6 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU (16S rRNA-
RTPCR) ZA DOKAZ Borrelia miyamotoi 
 
Uporabljeni reagenti, material in naprave: 
- mikrocentrifugirke, 
- pipete in nastavki za pipete, 
- mikrotitske plošče, 
- centrifuga, 
- naprava za PCR v realnem času, 
- TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, 
Kalifornija, ZDA), 
- začetni oligonukleotidi, 
- čista vodo za PCR. 
 
Reakcijska mešanica za en vzorec je bila 16 µl, dodali smo 5 µl DNA izolata. Pogoji 
pomnoževanja verižne reakcije s polimerazo v realnem času za dokaz B. miyamotoi so 
prikazani v preglednici 5 (Platonov in sod., 2011). 
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Preglednica 5: Pogoji pomnoževanja verižne reakcije s polimerazo v realnem času (16S rRNA-RTPCR) za 
dokaz Borrelia miyamotoi. 
 Temperatura (°C) Čas Cikli 
Segrevanje 50 5 min 1 
Denaturacija 95 20 s 45 
Pomnoževanje 95 3 s 45 
Pomnoževanje 60 30 s 45 
Ohlajanje 40 30 s 1 
 
3.6.1 Priprava reakcijske mešanice za 16S rRNA-RTPCR 
 
Reakcijska mešanica vsebuje TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied 
Biosystems), začetni oligonukleotid Brm1, začetni oligonukleotid Brm2, hibridizacijsko 
sondo Brm_probe- FAM, čisto vodo za PCR. Zaporedje oligonukleotidnih začetnikov, 
koncentracije in količine za 100 vzorcev so navedene v preglednici 6 (Platonov in sod., 
2011). 
 
Preglednica 6: Reakcijska mešanica za 16S rRNA-RTPCR in nukleotidno zaporedje začetnih 
oligonukleotidov za dokaz Borrelia miyamotoi. 
Reagenti Skupni volumen (µl) Nukleotidno zaporedje 
TaqMan Fast Virus 1-Step Master 
Mix 
500  










Sonda Brm_probe – FAM 
(1 µM) 
200  
Voda 500  
 
3.7 DOKAZ Borrelia miyamotoi Z DOKAZOM GENA ZA FLAGELIN 
 
Vzorce, za katere se je pri 16S rRNA-RTPCR za dokaz B. miyamotoi izkazalo, da so 
pozitivni, smo pomnožili s klasičnim PCR, pomnoževali smo gen za flagelin B. 
miyamotoi. Da bi prisotnost B. miyamotoi z gotovostjo potrdili smo dobljeno nukleotidno 
zaporedje gena za flagelin sekvencirali (Platonov in sod., 2011). 
 
3.7.1 Dokazovanje gena za flagelin s klasičnim PCR 
 
Reagenti, material in naprave uporabljeni za dokaz gena za flagelin B. miyamotoi (fla-
PCR): 
- kadičke, glavnički in plastični model za elektroforezo, 
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- pipete in nastavki za pipete, 
- oligonukleotidni začetniki, 
- pufer TAE (Tris, acetat, EDTA), 
- barvilo SYBER Safe DNA Gel Stain (10 x, Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachuseets, ZDA), 
- agaroza; Agarose, For routine use (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA), 
- pufer za PCR 10 x CoralLoad (Qiagen, Hilden, Nemčija), 
- naprava za PCR T3 Thermocycler Biometra (Analytik Jena, Jena, Nemčija), 
- vrtinčno mešalo Vibromix 10 (Domel, Železniki, Slovenija), 
- centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Nemčija). 
 
Za dokaz flagelina B. miyamotoi (fla-PCR) smo uporabili začetna oligonukleotida: 
 smerni FLA120F_BM: AGAATTAATMGHGCWTCTGATGATG 
 protismerni FLA920R_BM: TGCYACAAYHTCATCTGTCATT 
Program za dokaz B. miyamotoi je opisan v preglednici 7. 
 
Preglednica 7: Program klasičnega PCR za dokaz gena za flagelin Borrelia miyamotoi. 
 Temperatura (°C) Čas Cikli 
Segrevanje 95 10 min 1 
Denaturacija 95 30 s 30 
Naleganje 51 30 s 30 
Pomnoževanje 72 30 s 30 
Pomnoževanje 72 5 min 1 
Ohlajanje 10  1 
 
3.7.2 Agarozna gelska elektroforeza za fla-PCR 
 
Pridelke fla-PCR reakcije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Velikost fla-
PCR produkta smo določili glede na velikostno lestvico označevalca GeneRuler 100 bp 
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).  Za pripravo 1 % agaroznega gela 
potrebujemo 150 ml pufra TAE in 1,5 g agaroze. Mešanico smo segreli v mikrovalovni 
pečici, ko se je agaroza stopila smo dodali še 15 µl barvila SYBR Safe DNA gel strain 
(Thermo Fisher Scientific). Raztopino smo nalili v kadičko, dodali glavniček in postavili 
v hladilnik. Ko se je agaroza strdila, smo odstranili glavniček, in gel postavili v banjico 
za elektroforezo. Vse skupaj smo prelili z 1X koncentriranim pufrom TAE. Na parafilmu 
smo 10 µl PCR pridelka pomešali s 3 µl pufra za PCR 10X CoralLoad. Nato smo 13 µl 
mešanice dodali vsaki jamici. V eno jamico smo dodali tudi velikostni označevalec 
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je 
potekala 20 minut pri napetosti 120 V. Gel smo po končani elektroforezi pregledali pod 
UV svetlobo (Platonov in sod., 2011). 
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3.7.3 Sekvenciranje gena za flagelin Borrelia miyamotoi 
 
Pri vzorcih v katerih smo uspešno namnožili gen za flagelin B. miyamotoi, smo določili 
nukleotidno zaporedje le-tega. Začeli smo s čiščenjem PCR pridelka, nadaljevali s 
sekvenčno reakcijo, nato s čiščenjem sekvenčne reakcije in sekvenciranjem (Platonov in 
sod., 2011). 
 
Uporabljeni reagenti, material in naprave: 
- oligonukleotidni začetniki, 
- eksonukleaza Ι (20 E/µl, Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific), 
- termosenzitivna alkalna fosfataza FastAP™ (1 E/ µl, Thermo Scientific, Thermo 
Fisher Scientific), 
- sekvenčni pufer Big Dye terminator v3.1 5 x Sequencing Buffer (Applied 
Biosystems, Thermo Fisher Scientific), 
- sekvenčni terminator BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (BDT, 
Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), 
- voda Nuclease-free water (Qiagen), 
- komplet BigDye X Terminator Purification Kit (Applied Biosystems, Thermo 
Fisher Scientific), 
- pipete in nastavki za pipete, 
- mikrocentrifugirke, 
- mikrotitrske plošče (8x12) MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Applied 
biosystems, Thermo Fisher Scientific), 
- samolepilna folija, 
- centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendorf), 
-  PCR Verit 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific), 
- sekvenator ABI – 3500 (Applied Biosystems), 
- CLC Main Workbench 6.3.1., MLST Module (CLC Bio, Qiagen). 
3.7.3.1 Čiščenje PCR pridelka gena za flagelin Borrelia miyamotoi 
 
Za čiščenje PCR pridelka smo uporabili encima Eksonukleazo I in termosenzitivno 
alkalno fosfatazo FastAP™. Vzorcu smo dodali 0,5 µl eksonukleaze I in 1 µl alkalne 
fosfataze. Mešanico smo nato prenesli v napravo Verit 96 – Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems). Izbrali smo program 15 minut inkubacije pri temperaturi 37 °C, 
nato 15 minut pri temperaturi 85 °C (Platonov in sod., 2011). 
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3.7.3.2 Sekvenčna reakcija gena za flagelin Borrelia miyamotoi 
 
Po čiščenju PCR pridelka sledi sekvenčna reakcija. Za vsako reakcijo smo potrebovali 3 
µl sekvenčnega pufra (5 x Sequencing Buffer in BigDye Terminator v3.1, Applied 
Biosystems, Thermo Fisher Scientific), 2 µl BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
RR-100 BDT, Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific) 1,3 µl oligonukleotidnega 
začetnika, 8,7 µl vode brez nukleaz, ter 5 µl očiščenega PCR pridelka. Reakcijo smo dali 
v napravo Veriti 96 – Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Pogoji sekvenčne 
reakcije so opisani v preglednici 8 (Platonov in sod., 2011). 
 
Preglednica 8: Pogoji sekvenčne reakcije gena za flagelin Borrelia miyamotoi. 
Št. ciklov Temperatura Čas 




96 °C 10 s 
50 °C 5 s 
60 °C 4 min 
 4 °C ≈ 
 
3.7.3.3 Čiščenje sekvenčne reakcije gena za flagelin Borrelia miyamotoi 
 
Za čiščenje sekvenčne reakcije smo uporabili komercialni komplet The BigDye X 
Terminator Purification Kit (Applied Biosystems). Pridelke sekvenčne reakcije (20 µl) 
prepipetiramo v mikrotitersko ploščico za sekvenciranje. K vsakemu pridelku sekvenčne 
reakcije dodatmo 90 µl razopine SAM in 20 µl reagenta X Terminator, ki smo ga 
predhodno dobro pretresli. Mikrotitersko ploščo stresamo 30 minut na 2000 obr/min. Po 
končanem stresanju ploščo centrifugiramo 2 minuti na 1000 obr/min, da se netopne 
komponente posedejo na dno (Platonov in sod., 2011). 
 
3.7.3.4 Sekvenciranje gena za flagelin Borrelia miyamotoi 
 
Vzorce smo sekvencirali s sekvenatorjem ABI – 3500 (Applied Biosystems). ABI-3500 
deluje po principu Sangerjeve metode sekvenciranja temelji na avtomatskem 
fluorescentnem sekvenciranju. 
 
Sekvence pridobljene s sekvenciranjem smo uredili in analizirali s programom CLC Main 
Workbench. Sekvence smo preverili tudi z BLAST algoritmom (Cerar in sod., 2015). 
 
3.8 GENOTIPIZACIJA IZOLATOV BORELIJ LYMSKE BORELIOZE 
 
Izolirane borelije smo genotipizirali z MLST in MluI-LRFP. 
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3.8.1 Metoda polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov in elektroforeza v 
utripajočem električnem polju (MluI-LRFP) 
 
Uporabljeni reagenti, material, naprave za metodo polimorfizma dolžin restrikcijskih 
fragmentov in elektroforezo v utripajočem električnem polju: 
- gojišče MKP, 
- pufer TN (10 mM Tris HCL pH 7,6; 1 M NaCl), 
- pufer za lizo (1 M NaCl; 20 mM Tris HCl pH 8,0; 0,1 M EDTA; 0,5 % Brij 58; 
0,2 % deoksiholat; 0,5 % N-laurilsarkozin; RNAza 10 µg/ml; lizocim 1 mg/ml), 
- pufer TE (10 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTA), 
- agaroza UltraPure LMP Agarose (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA), 
- pufer za razgradnjo (20 mM Tris HCl pH 8,5; 466 mM EDTA; 1 % N-
laurilsarkozin; 0,5 mg/ml proteinaze K), 
- encim MluI (25 E/ml), 
- pufer specifičen za encim MluI, 
- agaroza Pulse Field Certified Agarose (Bio-rad, Hercules, Kalifornija, ZDA), 
- pufer TBE (0,89 M Tris; 0,89 M borova kislina; 0,02 M EDTA), 
- etidijev bromid (0,5 µg/ml), 
- epruvete, 
- mikrocentrifugirke, plastične epruvete, 
- pipete in nastavki za pipete, 
- kivete, 
- modelčki za izdelavo agaroznih kock, 
- plastični modeli za izdelavo gela za elektroforezo in glavnički, 






- sistem za elektroforezo (CHEF-DR III Pulse Field Electrophoresis System; Bio-
rad), 
- UV-transluminator. 
3.8.1.1 Izolacija DNA iz bakterijske kulture z metodo inkorporacije v gelu  
 
Vzorce, za katere se je pri osamitvi borelij izkazalo, da so pozitivni smo ponovno nacepili 
in gojili borelije do primerne količine za nadaljnjo analizo. Kontaminirane epruvete smo 
odstranili, preostala gojišča pa združili in centrifugirali. Sediment borelij smo nato sprali 
s pufrom TN (10 mM Tris HCl pH 7,6; 1 M NaCl). Koncentracijo borelij smo v gojišču 
določali spektrofotometrično, željena vrednost je OD595= 1,0. S pufrom TN smo pripravili 
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2 % agarozo UltraPure LMP Agarose (Invitrogen). Vzorce smo zmešali z enako količino 
2 % agaroze in nalili v modelčke za izdelavo agaroznih kock. Kocke smo postavili v 
hladilnik, strjene prenesemo v plastične epruvete s 50 ml pufra za lizo (1 M NaCl; 20 mM 
Tris HCl pH 8,0; 0,1 M EDTA; 0,5 % Brij 58; 0,2 % deoksiholat; 0,5 % N-laurilsarkozin; 
RNAza 10 µg/ml; lizocim 1 mg/ml). Kocke smo nato inkubirali na stresalniku 24 h pri 
temperaturi 37 °C. Po končani inkubaciji smo jih sprali s pufrom TE (10 mM Tris pH 8,0; 
10 mM EDTA), jih premestili v pufer za razgradnjo (20 mM Tris HCl pH 8,5; 466 mM 
EDTA; 1 % N-laurilsarkozin; 0,5 mg/ml proteinaze K) in inkubirali na stresalniku 72 h 
pri 50 °C. Po končani inkubaciji smo kocke petkrat po 1 h spirali s pufrom TE. Kocke 
smo shranili v plastičnih epruvetah v pufru TE pri 4 °C (Ružić-Sabljić in sod., 2002; 
Ružić-Sabljić in sod., 2008). 
 
3.8.1.2 Rezanje DNA z restrikcijskim encimom MluΙ 
 
Agarozne kocke z DNA smo s cedilom ločili od pufra TE v katerem so bile shranjene. 
Kocke smo premestili v mikrocentrifugirke in dodali 1-krat koncentrirani pufer specifični 
za encim. Inkubiramo 1 h pri sobni temperaturi. Pufer smo odstranili in dodali 2-krat 
koncentrirani pufer ter 2,5 µl encima MluΙ (25 E/ml), inkubiramo preko noči pri 37 °C. 
Po inkubaciji smo pufer z encimom odstranili in kocke shranili v pufru TE pri 4 °C 
(Ružić-Sabljić in sod., 2002; Ružić-Sabljić in sod., 2008). 
 
3.8.1.3 Elektroforeza v utripajočem električnem polju 
 
Za elektroforezo potrebujemo 1 % agarozni gel. Zmešali smo 2 g agaroze Pulse Field 
Certified Agarose (Bio-rad) s 190 ml vode in 10 ml 10 X pufra TBE (0,89 M Tris; 0,89 
M borova kislina; 0,02 M EDTA). Mešanico smo segrevali v mikrovalovni pečici dokler 
se ni zbistrila, ter jo nato hladili približno 20 min. Mešanico smo nalili v model, na 
katerega smo že prej namestili glavničke. Ko se je gel strdil smo v vsako luknjico vstavili 
po eno kockico z MluΙ razrezane DNA in označevalce velikosti Pulse Marker (Sigma-
Aldrich) gel smo nato položili v 0,5 X pufer TBE. Elektroforeza (CHEF-DR® ΙΙΙ Pulsed 
Field Electrophoresis System; Bio-rad) je potekala v utripajočem električnem polju 1-40 
s, pri jakosti električnega polja 6 V/cm, kotu 120°, 24 h pri 14 °C (Ružić-Sabljić in sod., 
2002; Ružić-Sabljić in sod., 2008). 
 
Po koncu elektroforeze smo gel prelili z etidijevim bromidom (0,5 µg/ml) in ga pustili 20 
min, nato smo ga pregledali pod UV-transluminatorjem. Borelijsko vrsto in različo 
znotraj vrste smo opredelili glede na velikost odsekov, zbranih v preglednici 9. 
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Preglednica 9: Restrikcijski vzorci borelijskega genoma rezanega z MluΙ (Ružić-Sabljić in Cerar, 2016). 
Borelijski podtip MluI- LRFP (kb) 
Mla1   440                          320                                                                     90 
Mla2   440           350                                                                                    90 
B. afzelii           Mla3   440           350         320                                                                     90 
Mla4 470                            320                                                                     90 
Mlg1                                                 260            220               140                      80 
Mlg2         390                                                    220                               100      80 
B. garinii         Mlg3                                                           225  220  170                       100      80 
Mlg4         390                                                    220                                            80 
Mlg5                                                 260            220               140          100       80 
Mlg6                                                           225  220  170                                    80 
Mlg7         390              330                                220                               100       80 
Mlb1    410                                                                     160   140     
B. burgdorferi     Mlb2    410                                                                     160   140   110    
sensu stricto         Mlb3      400                                                                             140 130  100 
Mlb4              380                                                                     140 130  100 
Mlb5      400                                                                             140 130  100        80 
Mlb6      400                                                                     160  140         100    
Mlb7      400                                                                             140   110 100   
Mlb8                                         310                                160   140   110  100    







   410                                                                               140 130    100    
   410                                                                               140   110    
                                                                          210        140   110  100    
                                              290                                      140   110  100    
                                       300 290                                      140   110  100    
                                                                     210   160   140           100  90    
Se nadaljuje 
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nadaljavanje Preglednice 9: Restrikcijski vzorci borelijskega genoma rezanega z MluΙ (Ružić-Sabljić in 
Cerar, 2016). 
Borelijski podtip MluI- LRFP (kb) 
B. spielmanii       Mls1                                   320               230        210                                             70 
Mls2                                   320               230                          140                           70 
B. valaisiana       Mlv1              360      340                                                                                 90 
Mlv2                          340             300                                                              90 
B. lusitaniae        Mll1                                   320    300                                                      100  90 
Mll2                                   320    300                                                      100 
 
3.8.2 Metoda tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedji (MLST) 
 
Osamljene izolate smo genotipizirali z metodo tipizacije na osnovi multilokusnih 
zaporedji (MLST) (Margos in sod., 2008). 
 
Uporabljeni reagenti, material, in naprave za metodo tipizacije na osnovi multilokusnih 
zaporedji: 
- oligonukleotidni začetniki koncentracije 50 µM, (TIB MolBiol), 
- polimeraza HotStarTaq Plus DNA Polymerase (5 E/µl, Qiagen), 
- pufer TAE (Tris, acetat, EDTA), 
- barvilo SYBER Safe DNA Gel Stain (10 x, Life Technologies, Thermo Fisher 
Scientific), 
- agaroza; Agarose, For routine use (Sigma-Aldrich), 
- pufer za PCR 10 x CoralLoad (Qiagen), 
- eksonukleaza Ι (20 E/µl, Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific), 
- termosenzitivna alkalna fosfataza FastAP™ (1 E/µl, Thermo Scientific, Thermo 
Fisher Scientific), 
- sekvenčni pufer Big Dye terminator v3.1 5 x Sequencing Buffer (Applied 
Biosystems), 
- sekvenčni terminator BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (BDT, 
Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), 
- voda Nuclease-free water (Qiagen), 
- komplet BigDye X Terminator Purification Kit (Applied Biosystems, Thermo 
Fisher Scientific), 
- kombinirane pipete in nastavki za pipete, 
- mikrocentrifugirke, 
- mikrotitrske plošče (8 x 12) MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Applied 
biosystems, Thermo Fisher Scientific), 
- samolepilna folija, 
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- kadičke, glavnički in plastični model za elektroforezo, 
- parafilm, 
- vrtinčno mešalo Vibromix 10 (Domel), 
- vrtinčno mešalo MixMate (Eppendorf), 
- centrifuga MiniSpin (Eppendorf), 
- centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendorf), 
- naprava za PCR: PCR Verit 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, 
Thermo Fisher Scientific), 
- naprava za PCR T3 Thermocycler (Biometra, Analytik Jena), 
- sekvenator ABI – 3500 (Applied Biosystems), 
- CLC Main Workbench 6.3.1., MLST Module (CLC Bio, Qiagen), 
- microsoft Excel (Microsoft, Redmond, ZDA), 
- BioNumerics 7.1. (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgija). 
 
3.8.2.1 Pridobivanje DNA iz agaroznih kock 
 
Vzorce izolirane DNA, vklopljene v agarozne kocke (priprava opisana v odseku 3.8.1.1), 
smo imeli shranjene v mikrocentrifugirkah v pufru TE pri 4 °C. Pri pripravi vzorcev smo 
po eno agarozno kocko prenesli v novo mikrocentrifugirko, v katero smo že prej dodali 
300 µl destilirane vode. Mikrocentrifugirke smo ustrezno označili zaradi sledljivosti. 
Mikrocentrifugirke smo na termostresalniku inkubirali in stresali približno 30 min pri 95 
°C, da so se agarozne kocke raztopile. Vzorce smo nadaljnje analizirali, ali pa smo jih 
shranili v zmrzovalniku pri temperaturi -20 °C. 
 
3.8.2.2 Prva stopnja vgnezdenega oziroma polvgnezdenega PCR za MLST 
 
Analizirati smo želeli 8 genov, zato smo pripravili osem mikrocentifugirk z reakcijsko 
mešanico (Margos in sod., 2008). Reakcijska mešanica za posamezen gen je vsebovala 
naslednje sestavine (količine za en vzorec): 
- Voda 7,0 µl, 
- HotStarTaq Plus Master Mix Kit, 2 x, 12,5 µl, 
- Ustrezen oligonukleotidni začetnik (TIB MolBiol): 0,25 µl smernega in 0,25 
µl protismernega (preglednica 10) 
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Preglednica 10: Oligonukleotidni začetniki borelijskih gospodinjskih genov za prvo in drugo stopnjo 






Nukleotidna sekvenca začetnika  
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nadaljevanje Preglednice 10: Oligonukleotidni začetniki borelijskih gospodinjskih genov za prvo in drugo 






Nukleotidna sekvenca začetnika  


























Reakcijsko mešanico smo zmešali na vrtinčnem mešalu in približno 15 s centrifugirali.  
V mikrotitrsko ploščo (8 x 12) smo odpipetirali 20 µl reakcijske mešanice v vsako 
luknjico, za ustrezen gen. Od vrstice A navzdol so si geni oziroma mešanice za določen 
gen sledile tako: nifS, clpA, rplB, gyrA, clpX, pepX, uvrA. Zadnja vrstica (H) je ostala 
prazna, saj smo mešanice za gen recG odpipetirali v  mikrocentrifugirke za PCR (Margos 
in sod., 2008). 
 
V pripravljeno mikrotitrsko ploščo smo dodali po 5 µl DNA vzorca tako, da testiramo 
vseh 8 genov za vsak vzorec. Epruvete z vzorci smo pred uporabo segrevali na 
termostresalniku 30 min in nato premešali na vrtinčnem mešalu. Prav tako smo po 5 µl 
vzorcev dodali v mikrocentrifugirke za PCR. Ploščo smo prelepili s samolepilno folijo. 
Mikrotitrsko ploščo smo prenesli v napravo za PCR Verit 96-Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), kjer je potekala prva stopnja 
pomnoževanja. Pogoji pomnoževanja so navedeni v preglednici 11 (Margos in sod., 
2008). 
 
Preglednica 11: Pogoji za prvo stopnjo pomnoževanja borelijskih genov nifS, clpA, rplB, pyrG, clpX, pepX, 
uvrA. 
Temperatura Čas Cikli 



















72 °C 5 min  
10 °C ≈  
 
Mikrocentrifugirke za pomnoževanje gena recG smo postavili v napravo T3 
Thermocycler (Analytik Jena). Prva stopnja je potekala pri pogojih navedenih v 
preglednici 12 (Margos in sod., 2008). 
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Preglednica 12: Pogoji za prvo stopnjo pomnoževanja borelijskega gena recG. 
Temperatura Čas Cikli 










72 °C 5 min  
10 °C ≈  
 
3.8.2.3 Druga stopnja vgnezdenega oziroma polvgnezdenega PCR za MLST 
 
Za drugo stopnjo pomnoževanja smo po zgoraj omenjenemu postopku pripravili 
reakcijske mešanice, le da smo uporabili oligonukleotidne začetnike za drugo stopnjo 
(preglednica 10) (Margos in sod., 2008). 
 
Po končani prvi stopnji smo iz mikrotitrske plošče prenesli po 5 µl pomnožka v 
mikrotitrsko ploščo z novo reakcijsko mešanico za drugo stopnjo. Pripravljeno 
mikrotitrsko ploščo smo prenesli v napravo PCR Veriti® 96-Well Thermal Cycler, kjer 
je potekala druga stopnja pomnoževanja pri pogojih navedenih v preglednici 13 (Margos 
in sod., 2008). 
 
Preglednica 13: Pogoji za drugo stopnjo pomnoževanja boreljiskih genov nifS, clpA, rplB, pyrG, clpX, 
pepX, uvrA. 
Temperatura Čas Cikli 










72 °C 5 min   
10 °C ≈  
 
Po končani prvi stopnji smo iz mikrocentrifugirk s pomnoženim recG prenesli 5 µl 
pomnožka v mikrocentrifugirke z novo reakcijsko mešanico za drugo stopnjo. 
Pomnoževanje je potekalo v napravi T3 Thermocycler, kjer je reakcija potekala pri 
pogojih navedenih v preglednici 14 (Margos in sod., 2008). 
 
Preglednica 14: Pogoji za drugo stopnjo pomnoževanja borelijskega gena recG. 
Temperatura Čas Cikli 










72 °C 5 min   
10 °C ≈  
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3.8.2.4 Agarozna gelska elektroforeza pomnoženih genov za MLST 
 
Po končani drugi stopnji pomnoževanja, smo pomnožke preverili z gelsko elektroforezo. 
Pripravili smo 1 % agarozni gel z 1,5 g agaroze (Agarose, For Routine Use, Sigma-
Aldrich) in dodali 150 ml pufra TAE (Tris, acetat, EDTA). Mešanico smo segrevali v 
mikrovalovni pečici, ko se je agaroza stopila smo dodali 15 µl barvila SYBR Safe DNA 
Gel Strain (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific). V kadičko za vlivanje 
agaroznega elektroforeznega gela smo namestili glavničke in vlili pripravljeno 
raztopljeno agarozo. Ko se je gel strdil smo odstrnili glavničke in kadičko postavili v 
banjico z 1 x koncentriranim pufrom TAE (Margos in sod., 2008). 
 
Zmešali smo 10 µl posameznega pridelka s 3 µl pufra za PCR 10x CoralLoad (Qiagen). 
Po 13 µl posameznega pridelka zmešanega s pufrom smo dodali v posamezno jamico na 
agaroznem elektroforetskem gelu. Elektroforeza je nato potekala 20 min pri napetosti 120 
V. Gel smo prenesli v fotodokumentacijski sistem, kjer smo preverili uspešnost 
pomnoževanja. Velikosti pridelkov so opisane v preglednici 10 (Margos in sod., 2008). 
 
3.8.2.5 Čiščenje PCR pridelka za MLST 
 
Na dve novi mikrotitrski plošči smo prenesli po 5 µl vsakega vzorca z mikrotitrske plošče 
in iz mikrocentrifugirk za PCR. Ena mikrotitrska plošča je služila za smerne začetne 
oligonukleotide, druga za protismerne. Za čiščenje PCR pridelka smo uporabili encima: 
Eksonukleazo I (20 E/µl, Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific) in 
termosenzitivno alkalno fosfatazo FastAP (1 E/ µl, Thermo Scientific, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). Vzorcu smo dodali 0,5 µl eksonukleaze I (ExoΙ) in 1 µl alkalne 
fosfataze. Mešanico smo nato prenesli v napravo Verit 96 – Well Thermal Cycler 
(Applied Biosystems). Izbrali smo program 15 minut inkubacije pri temperaturi 37 °C, 
nato 15 minut pri temperaturi 85 °C (Margos in sod., 2008). 
 
3.8.2.6 Sekvenčna reakcija genov za MLST 
 
Po čiščenju PCR pridelka sledi sekvenčna reakcija. Za vsako reakcijo smo potrebovali 3 
µl sekvenčnega pufra (5 x Sequencing Buffer in BigDye Terminator v3.1, Applied 
Biosystems, Thermo Fisher Scientific), 2µl BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
RR-100 BDT, Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific), 1,3 µl oligonukleotidnih 
začetnikov (enaki začetnikom uporabljenih v drugi stopnji vgnezdenega PCR), 8,7 µl 
vode brez nukleaz (Qiagen), ter 5 µl očiščenega PCR pridelka. Reakcijsko mešanico smo 
dali v napravo Veriti® 96 – Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Pogoji 
sekvenčne reakcije so opisani v preglednici 15 (Margos in sod., 2008). 
  
Cvetko D. Prevalenca borelij lymske borelioze v malih sesalcih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
43 
 
Preglednica 15: Pogoji sekvenčne reakcije. 
Št. ciklov Temperatura Čas 




96 °C 10 s 
50 °C 5 s 
60 °C 4 min 
 4 °C ≈ 
 
3.8.2.7 Čiščenje sekvenčne reakcije genov za MLST 
 
Za čiščenje sekvenčne reakcije smo uporabili komercialni komplet The BigDye 
XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems). Pridelke sekvenčne reakcije (20 µl) 
prepipetiramo v mikrotitersko ploščico za sekvenciranje. K vsakemu pridelku sekvenčne 
reakcije dodatmo 90 µl razopine SAM in 20 µl reagenta XTerminator, ki smo ga 
predhodno dobro pretresli. Mikrotitersko ploščo stresamo 30 minut na 2000 obr/min. Po 
končanem stresanju ploščo centrifugiramo 2 minuti na 1000 obr/min, da se netopne 
komponente posedejo na dno (Margos in sod., 2008). 
 
3.8.2.8 Sekvenciranje genov za MLST 
 
Vzorce smo sekvencirali s sekvenatorjem ABI – 3500 (Applied Biosystems). Uporabili 
smo program StdSeq_BDX_50_POP7. ABI – 3500 deluje po principu Sangerjeve metode 
sekvenciranja temelji na avtomatskem fluorescentnem sekvenciranju. 
 
3.8.2.9 Analiza rezultatov MLST 
 
Dobljene sekvence smo uvozili v program CLC Main Workbench 6.3.1, MLST Module. 
Program je povezan s podatkovno bazo MLST, s katero smo primerjali naše sekvence. V 
kolikor so bile naše sekvence enake že znanim v podatkovni bazi MLST, smo dobili 
predpisane alelne številke, če je bila kombinacija alelnih številk že zapisana v bazi lahko 
izolatom pripišemo sekvenčni tip. 
 
Podatke o sekvenčnih tipih in alelnih številkah smo uredili s programom Microsoft Excel, 
to smo nato uvozili v program BioNumerics 7. Našim vzorcem smo za primerjavo dodali 
tudi vzorce izolatov miši iz 2013 (Cerar in sod., 2015), humane izolate (Benulič in sod., 
2015) in izrisali minimalno vpeto drevo. 
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Rezultati kultivacije, molekularnih metod in genotipizacije.  
 
4.1 ULOVLJENI MALI SESALCI 
 
V letu 2014 smo skupno ulovili 163 živali. V Medvodah, na Rakovniku smo 22. in 23. 
maja 2014 ulovili 67 živali, prav tako smo na tem območju 25. in 26. Septembra 2014 
ulovili 66 živali. V Kočevju, v okolici jame Lobašgrote in Črnem potoku pri Kočevju 
smo 26. in 27. junija 2014 ulovili 30 malih sesalcev. 
 
Živali smo identificirali: 99/163 (60,74 %) jih je pripadalo rodu Apodemus, to so gozdne 
miši, 61/163 (37,42 %) jih je pripadalo rodu Myodes glareolus (gozdne voluharice), 3/163 
(1,84 %) so rovke iz rodu Soricidae. 
 
4.2 KULTIVACIJA Borrelia burgdorferi sensu lato 
 
Kultivacijo smo izvedli pri 133 živalih. V modificiranem Kelly – Pettenkoferjevem 
gojišču smo iz 4/133 (3,01 %) vzorcev src in iz 5/133 (3,76 %) vzorcev pljuč osamili 
borelije (preglednica 16). Z osamitvijo smo odkrili 8/133 (6,01 %) okuženih živali. Pri 1 
živali smo osamili borelije iz srca in iz pljuč. 
 
Preglednica 16: Živali pri katerih so bile borelije osamljene iz vsaj enega od obeh organov. Za vsako žival 
so navedeni rod, vrsta, datum, kraj ulova in preiskovana organa. 
Rod Vrsta  Datum ulova Območje  Srce Pljuča 
Apodemus   22.5.2014 Medvode neg  POZ 
Apodemus   22.5.2014 Medvode neg POZ 
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ neg  
Apodemus   23.5.2014 Medvode POZ neg  
Myodes glareolus 22.5.2014 Medvode POZ POZ 
Myodes glareolus 23.5.2014 Medvode neg POZ 
Myodes glareolus 23.5.2014 Medvode neg POZ 
Soricidae   23.5.2014 Medvode POZ neg 
 
4.3 MOLEKULARNO DOKAZOVANJE BORELIJ LYMSKE BORELIOZE (ospA-
RTPCR) 
 
Iz vzorcev pljuč in src vseh 163 živali smo izolirali bakterijsko DNA in s PCR v realnem 
času preverili prisotnost gena ospA B. burgdorferi sensu lato. Borelijsko DNA smo 
dokazali v 30/163 (18,4 %) vzorcih src in v 19/163 (11,65 %) vzorcih pljuč. Z ospA-
RTPCR smo odkrili 33/163 (20,25 %) okuženih živali. V 16/163 (9,81 %) živalih smo 
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odkrili prisotnost borelijske DNA v srcu in pljučih. Podrobnejši rezultati so predstavljeni 
v preglednici 17. 
 
Preglednica 17: Predstavljene so živali pri katerih smo z ospA-RTPCR odkrili prisotnost Borrelia 
burgdorferi sensu lato. Za vsako žival so navedeni rod, vrsta, datum, kraj ulova in preiskovana organa. 
Rod Vrsta Datum ulova Območje Srce Pljuča 
Apodemus   25.9.2014 Medvode POZ  neg  
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  neg  
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  neg  
Apodemus   25.9.2014 Medvode POZ   POZ  
Apodemus   25.9.2014 Medvode POZ   POZ  
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  neg  
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  POZ 
Apodemus   26.9.2014 Medvode POZ  neg  
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  neg 
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  neg 
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  neg 
Apodemus   22.5.2014 Medvode POZ  neg 
Apodemus   23.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Apodemus   23.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Apodemus   26.7.2014 Kočevje POZ  POZ  
Apodemus   27.7.2014 Kočevje POZ  neg  
Apodemus   27.7.2014 Kočevje POZ  neg  
Apodemus   25.9.2014 Medvode neg  POZ  
Myodes glareolus 22.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Myodes glareolus 25.9.2014 Medvode POZ   POZ  
Myodes glareolus 26.9.2014 Medvode POZ  neg  
Myodes glareolus 26.9.2014 Medvode POZ  neg  
Myodes glareolus 22.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Myodes glareolus 22.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Myodes glareolus 23.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Myodes glareolus 23.5.2014 Medvode POZ  POZ  
Myodes glareolus 26.7.2014 Kočevje POZ  POZ  
Myodes glareolus 27.7.2014 Kočevje POZ  POZ  
Myodes glareolus 27.7.2014 Kočevje POZ  POZ  
Myodes glareolus 23.5.2014 Medvode / POZ  
Soricidae   23.5.2014 Medvode POZ  neg 
Myodes glareolus 26.7.2014 Kočevje neg  POZ  
 
Cvetko D. Prevalenca borelij lymske borelioze v malih sesalcih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
46 
 
Analiza talilne krivulje je pri vseh pozitivnih vzorcih pokazala prisotnost DNA B. afzelii 
in/ali B. valaisiana. Uporabljena metoda omenjeni vrsti ne more razlikovati glede na 
talilno temperaturo gena ospA. 
 
Primerjamo ujemanje pozitivnih rezultatov kultivacije z dokazom ospA-RTPCR istih 
vzorcev (preglednica 18). Pri eni živali smo v srcu in pljučih odkrili prisotnost borelij 
lymske borelioze z obema metodama. Iz src smo izolirali 4 seve borelij, kar smo pri vseh 
4 vzorcih potrdili z ospA-RTPCR. Iz pljuč smo izolirali 5 sevov, tukaj se je ospA-RTPCR 
slabše izkazal, saj je označil za pozitivne le 3 od 5 vzorcev. 
 
Preglednica 18: Primerjava vzorcev pozitivih pri kultivaciji z rezultati molekularne analize (ospA-
RTPCR). 
Rod Vrsta PCR srce PCR pljuča IZOLACIJA srce IZOLACIJA pljuča 
Apodemus POZ neg POZ neg  
Myodes glareolus POZ  POZ POZ POZ 
Soricidae   POZ  neg POZ neg 
Apodemus POZ  POZ POZ neg  
Apodemus neg neg neg  POZ 
Apodemus POZ  neg neg POZ 
Myodes glareolus neg POZ  neg POZ 
Myodes glareolus POZ  POZ neg POZ 
 
4.4 MOLEKULARNO DOKAZOVANJE Borrelia miyamotoi S 16S rRNA-RTPCR 
 
Prisotnost B. miyamotoi smo preverili s PCR v realnem času (16S rRNA-RTPCR). 
Pozitivna sta bila vzorec pljuč in vzorec srca, oba izhajata iz iste živali. Oba vzorca smo 
pomnožili s klasičnim PCR, dokazovali smo gen za flagelin B. miyamotoi in pomnožke 
nanesli na agarozno gelsko elektroforezo. PCR pomnožek smo nato sekvencirali. 
Rezultate smo preverili z BLAST algoritmom, ki nam je potrdil 99,84 % identiteto B. 
miyamotoi J8P9N-IR. Od 163 živali smo odkrili B. miyamotoi pri eni živali, kar 
predstavlja 0,61 % (preglednica 19). 
 
Preglednica 19: Žival s prisotno Borrelia miyamotoi. Navedeni so rod, datum, kraj ulova in preiskovana 
organa. 
 Rod Datum ulova Območje Srce Pljuča 
Apodemus 25.09.2014 Medvode POZ POZ  
 
4.5 GENOTIPIZACIJA IZOLIRANIH BORELIJ Z MluI-LRFP 
 
Borrelia burgdorferi sensu lato smo izolirali iz 9 vzorcev 8 živali, zaradi kontaminacije 
smo uspeli namnožiti borelije šestih pozitivnih kultur. Z metodo MluI-LRFP smo 
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Slika 8: Agarozni gel prikazan z elektroforezo v utripajočem električnem polju pri metodi polimorfizma 
dolžin restikcijskih fragmentov celotnega genoma. Od leve proti desni: naših šest izolatov, vsi pripiadajo 
podtipu Mla1 Borrelia afzelii, desni stolpec predstavlja označevalec velikosti Pulse Marker (Sigma-
Aldrich).  
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4.6 GENOTIPIZACIJA Z MLST 
 
Od 9 izolatov borelij smo jih le 6 uspeli opredeliti z MLST. Z metodo MLST smo določili 
številke alelov in sekvenčne tipe za posamezne izolate. Prikazali smo jih v preglednici 
20. Sorodnost izolatov smo prikazali z izrisom minimalnega vpetega drevesa (slika 9). 
Našim 6 izolatom smo pri izrisu minimalnega vpetega drevesa za primerjavo in boljšo 
predstavo dodali še 8 izolatov osamljenih iz mišjih organov v letu 2013 (Cerar in sod., 
2015) in 80 izolatov osamljenih iz vzorcev bolnikov z lymsko boreliozo (Benulič in sod., 
2015). 
 
Preglednica 20: Izolati Borrelia burgdorferi sensu lato opredeljeni z metodo tipizacije na osnovi 
multilokusnih zaporedij s pripadajočimi alelnimi številkami in sekvenčnimi tipi (ST), ter z metodo 




clpA clpX nifS pepX pyrG recG rplB uvrA 
Miš TT50/14 pljuča 549 Mla1 114 24 24 30 22 92 23 28 
Miš TT17/14 pljuča 335 Mla1 109 94 24 34 21 29 99 28 
Miš TT08/14 srce 335 Mla1 109 94 24 34 21 29 99 28 
Miš TT34/14 pljuča 549 Mla1 114 24 24 30 22 92 23 28 
Miš TT3/14 pljuča 335 Mla1 109 94 24 34 21 29 99 28 
Miš TT65/14 pljuča 557 Mla1 109 94 23 34 21 29 99 28 
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Slika 9: Prikaz sorodnosti izolatov z izrisom minimalnega vpetega drevesa. Podatke smo pridobili z metodo 
tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedji. Našim 6 izolatom smo pri izrisu za primerjavo dodali še 8 
izolatov iz miši iz 2013 (Cerar in sod., 2015) in humane izolate (Benulič in sod., 2015). Vsak krog ponazarja 
sekvenčni tip, velikost in razdelki v krogu pa število izolatov pripadajočih sekvenčnemu tipu. Številke poleg 
krogov predstavljajo oznake sekvenčnih tipov. S temnomodro so označeni naši izolati iz 2014, s 
svetlomodro izolati iz leta 2013 in s sivo humani izolati. 
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Opravili smo epidemiološko raziskavo prekuženosti malih sesalcev z B. burgdorferi 
sensu lato in B. miyamotoi. Zanjo smo se odločili, ker epidemioloških raziskav na temo 
prekuženosti malih sesalcev z B. burgdorferi sensu lato in B. miyamotoi do sedaj skorajda 
ni bilo. Našo raziskavo smo pričeli z živoulovljenimi malimi sesalci na različnih 
področjih Slovenije. Organe malih sesalcev smo testirali na prisotnost B. burgdorferi 
sensu lato in B. miyamotoi. Za dokaz B. burgdorferi sensu lato smo uporabili 
konvencionalne metode kultivacije in molekularne metode. Prisotnost mnogo bolj redke 
B. miyamotoi smo preverili z molekularnimi metodami. Izolirane seve B. burgdorferi 
sensu lato smo genotipizirali z metodama MluI-LRFP in MLST.  
 
5.1 Borrelia burgdorferi SENSU LATO 
 
Na izbiro naših testnih živali je vplivalo dejstvo, da so v Centralni Evropi miši rodu 
Apodemus in voluharice C. glareolus glavni gostitelji B. burgdorferi sensu lato 
(Matuschka in sod., 1992). Na področju Evrope med gostitelji, prenašalci in ljudmi kroži 
več vrst borelij, največkrat so detektirali B. afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu 
stricto (Baranton in sod., 1992). Male sesalce lahko vbode tudi več klopov na različnih 
stopnjah razvoja, kar lahko vodi do okužbe z različnimi vrstami borelij. Posledično se 
lahko z vbodom klopa človek okuži z več vrstami B. burgdorferi sensu lato (Nakao in 
Miyamoto, 1995). 
 
Kultivacija nedvomno ponuja najboljšo potrditev aktivne okužbe (Aguero-Rosenfeld in 
sod., 2005). Pri klinični diagnostiki bolezni pri človeku je kultivacija borelij zlati 
standard, vendar je občutljivost te metode zelo spremenljiva glede na nizko število 
viabilnih spirohet prisotnih v tkivih. Občutljivost se giblje med 1 % pri vzorcih bolnikov 
z lymskim artritisom in vse do 70 % pri vzorcih bolnikov z erythema migrans (Brouqui 
in sod., 2004; Wilske, 2003). Negativni rezultati ne izključujejo aktivne okužbe. 
Kultivacija je zahtevna in dolgotrajna, potrebno je izbrati ustrezno gojišče. Kultivacija ni 
metoda izbire pri klinični diagnostiki, ampak je lahko uporabna za potrditev pri 
neodločnih primerih (Stanek in sod., 2010). 
 
Pri naši raziskavi smo z metodo kultivacije testirali 133 od skupno 163 ujetih živali. 
Vzorci preostalih 30 živali, ki so bili odvzeti v Kočevju niso bili nacepljeni v ustrezno 
gojišče za kultivacijo. Borelije so zahtevne za kultivacijo, zato je že od trenutka odvzema 
vzorcev pomembno v kakšnem mediju in pogojih jih shranimo in kako jih transportiramo. 
Za analizo smo izbrali dobro prekrvavljene organe. Pri glodalcih je okužba sistemska, 
zato so borelije prisotne v krvi in organih. Od vsake živali smo uporabili vzorce src in 
pljuč. Iz 4/133 (3,01 %) vzorcev src in iz 5/133 (3,76 %) vzorcev pljuč smo uspeli osamiti 
borelije (preglednica 16). Z osamitvijo smo odkrili 8/133 (6,01 %) okuženih živali. Pri 1 
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živali smo osamili borelije iz srca in iz pljuč. Naše rezulatate lahko primerjamo z 
raziskavo Cerar in sod. (2015), kjer so s kultivacijo odkrili prisotnost borelij pri 2/46 (4,3 
%) vzorcih pljuč in pri 10/46 (21,7 %) vzorcih src. Kultivacija borelij je zaradi počasne 
rasti in dolgega generacijskega časa borelij zahtevna in dolgotrajna. Borelije imajo slab 
anabolizem, odvisne so od hranil prisotnih v mediju, težko se prilagodijo gojenju in vitro. 
Težavo predstavljajo tudi kontaminacje.  
 
Molekularne metode vključujejo tehnike za neposreden dokaz nukleinske kisline v 
kužnini. Hkrati služijo kot metode potrditve, identifikacije in tipizacije borelij neposredno 
iz vzorcev, lahko tudi iz izolatov. Omogočajo potrditev hkratne okužbe prenašalcev, 
gostiteljev in ljudi z različnimi borelijskimi vrstami. Molekularne tehnike, ki temeljijo na 
PCR slovijo kot občutljive in specifične (Wang in sod., 2010). Prednost je tudi majhna 
možnost za navzkrižno kontaminacijo, saj se detekcija zaključi v eni napravi brez 
dodatnih analiz po pomnoževanju (Valasek in Repa, 2005). 
 
Pri raziskavi smo molekularne metode uporabili za dokaz DNA borelij v srcih in pljučih. 
Iz vzorcev pljuč in src smo izolirali bakterijsko DNA in s PCR v realnem času preverili 
prisotnost gena ospA Borrelia burgdorferi sensu lato (preglednica 17). Uporabili smo 
komercialni LightMix Kit za detekcijo borelij, s katerim v vzorcih preverimo prisotnost 
gena ospA. Metoda ponuja visoko občutljivost in specifičnost, saj želimo odkriti vse 
okužene vzorce in hkrati identificirati povzročitelje. Borelijsko DNA smo dokazali pri 
30/163 (18,4 %) vzorcih src in 19/163 (11,66 %) vzorcih pljuč. S PCR smo odkrili 33/163 
(20,25 %) okuženih živali. Pri 16/163 (9,81 %) živalih smo odkrili prisotnost borelijskega 
DNA v srcu in pljučih, kar pomeni, da je bila okužba sistemska. Nadaljna analiza talilne 
temperature je pri vseh pozitivnih vzorcih pokazala prisotnost B. afzelii. OspA-RTPCR 
ne razlikuje med B. afzelii in B. valaisiana, ker imata enako talilno temperaturo. Glede 
na pretekle izkušnje in geografsko področje lahko z veliko verjetnostjo trdimo, da gre v 
našem primeru le za B. afzelii. 
 
Manjšo epidemiološko raziskavo so opravili že Zore in sod. (1999), ko so preiskovali 34 
malih sesalcev. B. burgdorferi sensu lato je bila prisotna pri 17/34 (50 %) malih sesalcih. 
Sedem malih sesalcev je bilo hkrati okuženo z dvema vrstama borelij. Natnačneje B. 
afzelii je bila prisotna pri 14 malih sesalcih, B. garinii pri 3 malih sesalcih in B. 
burgdorferi sensu stricto pri 7 malih sesalcih (Zore in sod., 1999). Opazimo, da je 
prevalenca krepko višja kot pri naši raziskavi, vzrok za razliko v prevalenci bi lahko bila 
uporaba različnih metod detekcije in tarčnega gena. Zore in sod. (1999) so s klasičnim 
PCR analizirali gen za flagelin in gen za 16S rRNA, oba specifična za predstavnike B. 
burgdorferi sensu lato. Razlika je lahko tudi posledica analize različnih organov. Pri naši 
raziskavi smo analizirali srce in pljuča, Zore in sod. (1999) so analizirali mehur. Razlika 
je možna tudi zaradi variacij v naravi prekuženih živali.  
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Naslednjo epidemiološko raziskavo so izvedli Cerar in sod. (2015). Pri prospektivni 
raziskavi so s PCR v realnem času dokazali gen ospA v pljučih pri 10/46 (21,7 %) in v 
srcih pri 17/46 (37 %) malih sesalcih. Z vgnezdenim PCR so dokazali gen ospA borelij v 
pljučih pri 8/46 (17,4 %) in v srcih pri 18/46 (39,1 %) malih sesalcih. Z eno ali drugo 
metodo so skupno dokazali DNA borelij pri 18/46 (39,1 %) malih sesalcih. Analiza je pri 
vseh pozitivnih vzorcih pokazala prisotnost B. afzelii oziroma B. valaisiana. Ker metoda 
zaradi enake talilne temperature med vrstama ne more razlikovati, so B. afzelii potrdili s 
sekvenciranjem. 
 
V naši raziskavi smo z dokazom gena ospA odkrili 33/163 (20,25 %) okuženih malih 
sesalcev (preglednica 17). Prevalenca borelij naše raziskave je nekoliko nižja, ampak 
vseeno primerljiva s prevalenco raziskave Cerar in sod. (2015), ki so skupno odkrili 18/46 
(39,1 %) okuženih malih sesalcev. V skladu z našo raziskavo je število pozitivnih vzorcev 
src večje od števila pozitivnih pljuč. 
 
Primerjava kultivacije in molekularne metode dokaza gena ospA s PCR v realnem času 
pokaže, da je molekularna metoda bolj občutljiva, z njo smo odkrili 70,3 % več okužb 
kot s klasično metodo kultivacije (preglednici 16, 17). Določeni vzorci, ki so bili pozitivni 
pri kultivaciji, niso bili pozitivni pri analizi z ospA-RTPCR (preglednica 18). Velja tudi 
obratno, veliko vzorcev pozitivnih pri analizi z ospA-RTPCR nismo uspeli potrditi s 
kultivacijo.  
 
Ključen element pri molekularnih metodah je izbira primerne tarčne sekvence DNA. 
Tarča mora biti genetsko stabilna in omogočati detekcijo vseh vrst borelij kompleksa B. 
burgdorferi sensu lato (Schmidt, 1997). V raziskavah so preizkusili mnogo tarčnih genov, 
a le nekaj je širše uporabljenih pri PCR detekcij: p66, 16S rRNA gen, 23S rRNA, 23S-5S 
rRNA intergenska regija, ospA, ospB, ospC, fla, dbpA, recA, bmpA (Aguero-Rosenfeld in 
sod., 2005; van Dam, 2011). Nekatere tarčne gene 16S rRNA gen, ospA, fla, recA 
uporabljajo tudi komercialno dostopni PCR kiti, zlasti kvalitativni PCR testi v realnem 
času (Ružić-Sabljić in Cerar, 2017). 
 
5.2 Borrelia miyamotoi 
 
B. miyamotoi pripada kompleksu povratne mrzlice, vendar jo nasprotno od ostalih 
predstavnikov te skupine prenašajo ščitasti klopi rodu Ixodes. Povezujejo jo z več primeri 
povratne mrzlice pri ljudeh v Evropi, Aziji in Severni Ameriki. B. miyamotoi lahko 
dokažemo v organih malih sesalcev (Gugliotta in sod., 2013; Platonov in sod., 2011; 
Taylor in sod., 2013). 
 
Prisotnost B. miyamotoi smo preverili z dokazom 16S rRNA s PCR v realnem času. 
Pozitivna sta bila vzorec pljuč in vzorec srca iste živali. Oba vzorca smo nadaljnje 
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analizirali. Dokazali smo gen za flagelin B. miyamotoi in pomnožke sekvencirali. 
Rezultate smo preverili z BLAST algoritmom in potrdili 99,84 % identiteto Borrelia 
miyamotoi sev J8P9N-IR. Od 163 živali smo odkrili B. miyamotoi le pri eni živali, kar 
predstavlja 0,61 %. Cerar in sod. (2015) so pri prospektivni in retrospektivni raziskavi 
odkrili 2/297 (0,67 %) pozitivna primera B. miyamotoi. Z gotovostjo lahko trdimo, da se 
B. miyamotoi pojavlja na slovenskih tleh. Prevalenca B. miyamotoi je občutno nižja od 
prevalence B. burgdorferi sensu lato. 
 
5.3 TIPIZACIJA Borrelia burgdorferi sensu lato 
 
Pri kultivaciji smo uspešno namnožili 6 kultur, 5 jih je izhajalo iz vzorcev pljuč in 1 iz 
srca. Z metodo MluI-LRFP smo ugotovili, da vseh šest izolatov pripada B. afzelii, 
natančneje podtipu Mla1. Imeli smo majhen raziskovalni vzorec, ampak vseeno so naši 
rezultati pričakovani (preglednica 20, slika 8). Benulič in sod. (2015) so 94,7 % izolatov 
iz vzorcev bolnikov iz Slovenije z lymsko boreliozo uvrstili v podtip Mla1. 
 
Na splošno imajo izolati B. afzelii zelo homogen restrikcijski vzorec. Večina jih pripada 
podtipu Mla1 (> 99 %), ostali pripadajo B. afzelii Mla2, Mla3, Mla4. Drugačna slika se 
kaže pri B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto, kjer imajo izolati zelo heterogene 
restrikcijske vzorce. MluI-LRFP analiza omogoča razmejitev med sevi B. spielmanii, B. 
valaisiana, B. lusitaniae, ne moremo pa ločiti B. bavariensis od B. garinii (Ružić-Sabljić 
in sod., 2008). Vsi naši izolati so bili homogeni, pripadali so B. afzelii Mla1. 
 
Potreba po visoki resoluciji pri karakterizaciji izolatov je pripeljala do razvoja širokega 
področja tipizacijskih metod, med drugimi tudi MLST, ki je postala metoda izbire za 
tipizacijo mnogih organizmov (Maiden in sod., 2013). Prve raziskave bakterijskih 
populacij v 1980ih so bile temelj za razvoj MLST (Feil in sod., 1999). Te raziskave so 
odkrile, da je izmenjava genov z rekombinacijo glavna gonilna sila evolucije večine 
prokariontov (Maiden, 2006). MLST je prvi, ki je omogočal ponovljivost in prenosljivost, 
značilnosti, ki so bile potrebne za razvoj svetovne podatkovne baze o tipizaciji patogenov. 
Podatkovna baza je dostopna za raziskovalno skupnost in javno zdravstvo. MLST taka, 
kot jo uporabljamo sedaj, je visoko diskriminativna in nam omogoča pridobitev smiselnih 
podatkov za razumevanje evolucije in epidemiologije patogenov (Pérez-Losada in sod., 
2013). 
 
Tipizacijska metoda mora imeti zadovoljivo diskriminatorno moč, da ločuje med izolati 
nepovezanih virov in da zadovoljivo poveže v gruče izolate iz istih virov (Killgore in 
sod., 2008; Unemo in Dillon, 2011). Zaradi uporabe ohranjenih gospodinjskih genov 
lahko spregledamo variabilnost zelo sorodnih sevov. Poleg tega sekvenciranje sedmih ali 
več genov zahteva veliko časa in denarja (Li in sod., 2009). Trenutno je največja omejitev, 
da potrebujemo referenčni genom za izbiro ustreznih gospodinjskih genov (Parkhill in 
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sod., 2003; Sreevatsan in sod., 1997). Težavo predstavlja pomanjkanje raznolikosti skozi 
celoten genom, oziroma kadar primanjkuje raznolikosti pri gospodinjskih genih. 
Diskriminatorno moč omejuje tudi prisotnost novonastalih vrst (Harbottle in sod., 2006; 
Pourcel in sod., 2004; Torpdahl in sod., 2005). 
 
Cenejša alternativa MLST so: restrikcije, ki jim sledi PFGE, RFLP analize, polimorfizem 
dolžin pomnoženih fragmentov (angl. amplified fragment length polymorphism, AFLP). 
Omenjene metode omogočajo primerno diskriminacijo in hitro generirajo rezultate 
(Melles in sod., 2007). Pri vseh pristopih, ki temeljijo na elektroforezi je primerjava 
rezultatov med laboratoriji problematična in potreben je visok nivo ekspertiz za 
interpretacijo, zato se vse več uporablja MLST (Pérez-Losada in sod., 2013). 
 
Razlike med borelijskimi populacijami nastanejo zaradi demografskih procesov, 
imunskega sistema gostiteljev, ter abiotskih faktorjev (temperatura, podnebje, geografsko 
območje). Vzrok za raznolikost bakterij so mutacije, rekombinacije in naravna selekcija. 
Borelije so počasi rastoče bakterije, zato je stopnja mutacij pri njih nizka (Hoen in sod., 
2009). Pri majhnih populacijah B. burgdorferi sensu stricto lahko prevladujejo genetski 
drifti, kar lahko oslabi naravno selekcijo in povzroči stohastično frekvenco alelov v 
populaciji (Margos in sod., 2011; Qiu in sod., 2002). 
 
Razlike v strukturah borelijskih populacij se ujemajo z geografsko razporeditvijo njihovih 
gostiteljev. Vsako geografsko območje ima svoje značilne sekvenčne tipe. B. afzelii 
katere glavni gostitelji so glodalci ima populacijsko strukturo iz katere je razvidno 
omejeno gibanje sekvenčnih tipov med geografskimi področji. Na gibanje borelij vpliva 
tudi narava gostitelja, ki ne more premagati večjih geografskih preprek, oziroma se giba 
na omejenih področjih (v našem primeru mali sesalci okuženi z B. afzelii). Nasprotno od 
B. afzelii sta B. valaisiana in B. garinii bolj gibljivi. Pojavljajo se mešani ST na različnih 
geografskih področjih. Za to so verjetno odgovorni njuni gostitelji, saj večinoma 
okužujeta ptiče, ki naseljujejo širše geografsko področje (Margos in sod., 2011). 
 
Margos in sod. (2008) trdijo, da so posamezne vrste B. burgdorferi sensu lato že dolgo 
ločene (verjetno že več miljonov let). Evropski sevi kažejo največjo divergenco pri izrisu 
MLST drevesa. Predvidevajo, da skupni prednik B. burgdorferi sensu lato izhaja in se je 
razvil v Evropi. 
 
Metoda MLST dobro razlikuje znotraj vrste, določili smo 3 različne ST (preglednica 20), 
že vpisane v podatkovni MLST bazi. Sorodnost izolatov smo prikazali z izrisom 
minimalnega vpetega drevesa (slika 9), Našim 6 izolatom smo pri izrisu minimalnega 
vpetega drevesa za primerjavo in boljšo predstavo dodali še 8 izolatov malih sesalcev iz 
2013 in izolate osamljene iz vzorcev bolnikov z lymsko boreliozo. Opazimo lahko, da 
največ izolatov tako humanih in malih sesalcev iz 2013 in 2014 pripada ST 335. Dva 
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izolata malih sesalcev iz 2014 in trije izolati malih sesalcev iz 2013 pripadajo ST 549. Do 
sedaj ST 549 nismo odkrili pri ljudeh. En izolat malih sesalcev iz 2014 pripada ST 557, 
ki so ga odkrili tudi pri petih humanih izolatih. Opazimo, da ST uspešno krožijo med 
živalskimi gostitelji in človekom, čeprav je človek le naključni gostitelj. 
 
Boljše razlikovalne sposobnosti pričakovano pokaže MLST s katerim smo določili 3 
različne ST, medtem ko smo z metodo MluI-LRFP zaznali le en podtip. Rezultate teh 
metod težko primerjamo, saj gre za popolnoma drugačen koncept analize genoma in 
razlikovanja med podvrstami in podtipi. Pri MLST analiziramo sekvence 8 gospodinjskih 
genov, medtem ko pri MluI-LRFP analiziramo dolžino restrikcijskih fragmentov 
celotnega genoma. 
 
Trdimo lahko, da na območju Slovenije v gostiteljih prevladuje B. afzelii. To so 
predstavili že Strle in sod. (1995) pri pregledu klopov Ixodes ricinus. Sodobnješo 
raziskavo so opravili Benulič in sod. (2015), kjer je pri humanih izolatih prav tako 
prevladovala B. afzelii in Cerar in sod. (2015), ko so z genotipizacijo dokazali, da vsi 
pozitivni izolati iz miši pripadajo B. afzelii Mla1. 
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 S kultivacijo smo odkrili prisotnost Borrelia burgdorferi sensu lato v tkivnih 
vzorcih 8 od 133 malih sesalcev.  
 
  Z dokazom gena ospA Borrelia burgdorferi sensu lato s PCR v realnem času smo 
dokazali prisotnost borelije v tkivnih vzorcih 33 od 163 malih sesalcev. 
 
 PCR v realnem času z dokazom gena ospA je bolj občutljiva metoda za detekcijo 
borelij pri malih sesalcih, kot kultivacija borelij. Z molekularno metodo smo 
odkrili 70,3 % več okužb kot s kultivacijo. 
 
 Z dokazom 16S rRNA s PCR v realnem času smo odkrili prisotnost Borrelia 
miyamotoi pri 1/163 malem sesalcu. 
 
 Z metodo MluI-LRFP smo opredelili izolate Borrelia burgdorferi sensu lato in 
ugotovili, da vsi izolati borelij pripadajo vrsti Borrelia afzelii, podtipu Mla1. 
 
 Genotipizacija Borrelia burgdorferi sensu lato z MLST je izolate borelij iz malih 
sesalcev umestila med 3 sekvenčne tipe. 
 
 Tipizacija borelij z analizo talilne krivulje gena ospA je pravilno opredelila 
pozitivne vzorce. Vzorci pripadajo vrsti Borrelia afzelii. 
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Lymska borelioza je v Sloveniji najpogostejša s klopi prenosljiva bolezen. Leta 2016 je 
bilo prijavljenih 4274 bolnikov. V Sloveniji je daleč najpogostejša okužba z B. afzelii, 
pojavljajo se tudi okužbe z B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto. Lymska borelioza je 
zoonoza in za uspešno prosperiranje potrebuje kompetentne gostitelje. Na izbiro naših 
testnih živali je vplivalo dejstvo, da so v centralni Evropi miši rodu Apodemus in 
voluharice C. glareolus glavni gostitelji B. burgdorferi sensu lato in B. miyamotoi. 
 
Izvedli smo epidemiološko raziskavo prekuženosti malih sesalcev z B. burgdorfei sensu 
lato in B. miyamotoi. Prisotnost borelij smo preverili v srcih in pljučih testnih živali. B. 
miyamotoi smo dokazovali s PCR v realnem času, v vzorcih smo preverjali prisotnost 16S 
rRNA. Prisotnost B. burgdorferi sensu lato smo preiskovali s klasično metodo osamitve 
in s PCR v realnem času, kjer smo v vzorcih dokazovali gen ospA. 
 
V skladu s predvidevanji se je molekularni pristop izkazal za učinkovitejšega. Z 
osamitvijo smo odkrili prisotnost B. burgdorferi sensu lato pri 6,01 % malih sesalcev. Z 
občutljivešim PCR v realnem času (ospA-RTPCR) smo odkrili 20,25 % okuženih malih 
sesalcev. Analiza talilne krivulje je vse pozitivne vzorce opredelila kot B. afzelii. Stopnja 
prevalence je nekoliko nižja od prevalenc pri preteklih raziskavah. Razlike med 
raziskavami niso signifikantne, pripišemo jih lahko razlikam pri izbiri analitičnih metod 
in tarčnih genov, izbiri testnih organov, geografskemu področju in časovni razliki ulova 
malih sesalcev. 
 
Zanimala nas je tudi prevalenca mnogo bolj redke B. miyamotoi. S PCR v realnem času 
(16S rRNA-RTPCR) smo odkrili en primer (0,61 %) in njegovo identiteto potrdili s 
sekvenciranjem gena za flagelin B. miyamotoi. To je dokaz prisotnosti B. miyamotoi na 
naših tleh, kar pomemeni, da obstaja možnost okužbe čoveka. 
 
Izolirane borelije smo genotipizirali z MLST in MluI-LRFP. Z metodo MluI-LRFP smo 
ugotovili, da vsi izolirani vzorci pripadajo B. afzelii, podtipu Mla1. Boljše razlikovanje 
znotraj vrste omogoča MLST. Z MLST smo določili tri različne sekvenčne tipe. Vsi trije 
sekvenčni tipi pripadajo B. afzelii in so že bili odkriti v Sloveniji. Naše ugotovitve 
potrjujejo uspešno razmnoževanje in kroženje borelij med živalskimi gostitelji, prenašalci 
in ljudmi. 
 
Z genotipizacijo smo ugotovili, da je vse okužbe naših malih sesalcev povzročila B. 
afzelii, kar smo glede na pretekle raziskave tudi pričakovali. 
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